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CHAPITRE 4  
Me!canismes dadsorption des prote! ines 
Ce chapitre présente létude de ladsorption des protéines sur la silice nanostructurée. Deux 
approches complémentaires ont été développées pour caractériser ladsorption des protéines et 
comprendre les mécanismes dinteractions entre protéines et surface de silice : nous avons tout 
dabord étudié les caractéristiques physico-chimiques de ladsorption de protéines modèles sur la 
silice nanostructurée, puis nous avons étudié ladsorption des protéines sur la silice à partir dun 
extrait cellulaire de levure, contenant plusieurs milliers de protéines susceptibles dinteragir avec la 
surface.  
Daprès le modèle de Norde, ladsorption des protéines sur une surface hydrophile est déterminée 
par la charge globale de la protéine et la charge de surface ainsi que par la stabilité interne des 
protéines, qui sont classées soit comme protéines « molles » et sadsorbent dans toutes les 
conditions, soit comme protéines « dures » et ne sadsorbent que lorsque les charges de la protéine 
et de la surface sont de signe opposé (1). Dans ce chapitre, nous présenterons notre étude de 
linfluence des paramètres de ce modèle, charge de la protéine et stabilité interne, sur ladsorption 
de protéines modèles sur la silice. Nous avons également pris en compte un paramètre qui napparaît 
dans aucun modèle dadsorption : le caractère monomérique ou oligomérique des protéines 
adsorbées. Ladsorption pourrait par exemple être facilitée par les mouvements des sous-unités les 
unes par rapport aux autres.  
Les protéines modèles que nous avons étudiées sont la myoglobine, lapomyoglobine, lhémoglobine 
et la sérum albumine, protéines globulaires, monomériques ou oligomériques, de charge et de 
stabilité différente.  
Daprès Czeslik (voir chap. 1), la stabilité interne des protéines lors de ladsorption est définie par leur 
température de dénaturation (2): la myoglobine (Td = 74°C) et lhémoglobine (Td = 69°C) sont définies 
comme des protéines « dures » tandis que la sérum albumine (Td = 57°C (3)) est définie comme une 
protéine « molle ». De plus, pour étudier leffet de la stabilité des protéine lors de ladsorption, sans 
modifier la structure de la protéine, la myoglobine a été modifiée afin de diminuer sa stabilité interne 
en enlevant lhème : lapomyoglobine est une protéine très « molle » (Td ! 30°C (4)) de structure 
identique à celle de la myoglobine (5).  
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Myoglobine et sérum albumine se distinguent également par leur point isoélectrique : dans nos 
conditions détude de pH 6 à pH 9, la sérum albumine est globalement chargée négativement (pI = 
4,7 (3)) tandis que la myoglobine est chargée positivement ou négativement en fonction du pH (pI = 
7,2  (6)). Ladsorption de lhémoglobine et de la myoglobine sur la silice est comparée pour 
déterminer si lorganisation en tétramère de la molécule modifie ladsorption de la protéine sur la 
surface. 
Pour prendre en compte leffet du matériau (nature, courbure, taille, géométrie), ladsorption des 
protéines modèles a été étudiée sur différentes silices nanostructurées : silices nanoporeuses (pores 
de 8 nm et 50 nm de diamètre) et nanoparticules de silice (de 7 nm et 20 nm de diamètre). La silice 
présente une surface hydrophile chargée négativement dans toutes nos conditions de mesure (voir 
chap.3, §2.4). Dans le cadre de cette étude, nous ne nous sommes pas intéressés aux interactions 
entre protéines et surfaces hydrophobes qui présentent des spécificités différentes (7). 
La quantité de protéine adsorbée et la constante dadsorption, qui caractérisent ladsorption des 
protéines sur la silice, sont déterminées à partir des isothermes dadsorption, à laide dun modèle 
dadsorption dont lutilisation est discutée. Pour aller plus loin et étudier les mécanismes 
dadsorption, dautres informations sont nécessaires. Les paramètres thermodynamiques de 
ladsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice ont été déterminés par titration 
calorimétrique isotherme (ITC). Ils permettent de proposer différents mécanismes dadsorption de la 
myoglobine sur la surface de silice.  
Il est bien sur possible de déterminer une échelle daffinité sur des protéines isolées : à partir des 
résultats de la première partie, deux protéines daffinité différentes pour les nanoparticules de silice, 
la sérum albumine et lhémoglobine, ont été mises en compétition lors de ladsorption. Cependant, 
ce type détude se limite à quelques protéines modèles. Pour étudier un plus grand nombre de 
protéines sans a priori et identifier « à laveugle » les paramètres structuraux pertinents, une 
nouvelle approche est nécessaire. La seconde partie de ce chapitre est consacrée aux différences 
daffinité entre protéines pour une même surface. A partir dun extrait cellulaire de levure, les 
protéines adsorbées et non adsorbées sur les nanoparticules de silice 20 nm ont été identifiées, 
parmi une population de protéines, par électrophorèse bidimensionnelle. Le grand nombre de 
protéines impliquées a permis une analyse statistique comparative entre protéines adsorbées et non 
adsorbées. Les critères structuraux à lorigine de laffinité et donc de ladsorption des protéines sur 
une surface de silice peuvent être proposés. Ces résultats pourraient être utilisés dans un modèle de 
prédiction de ladsorption de protéines sur une surface à partir dun milieu biologique. Les critères 
identifiés sur lextrait cellulaire de levure sont comparés aux observations réalisées sur les protéines 
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modèles. Enfin ces résultats sont discutés en regard des modèles actuels dadsorption des protéines 
sur les surfaces. 
A la différence des chapitres suivants, nous avons ouvert à un grand nombre de système notre étude 
de ladsorption des protéines (myoglobine, apomyoglobine, hémoglobine, sérum albumine, 
protéines de levure) sur la silice nanostructurée (silice nanoporeuse et nanoparticules de silice). Pour 
létude plus spécifique de la structure (chap. 5), de la dynamique (chap. 6) et de lactivité (chap. 7) 
des protéines adsorbées, plus délicate à mettre en uvre, nous avons choisi deux systèmes modèles 
dintérêt : la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm et lhémoglobine adsorbée sur les NP de 
silice 20 nm. 
1. Isothermes dadsorption 
Létude expérimentale de ladsorption des protéines sur la silice nanostructurée est présentée dans 
ce paragraphe à partir de trois exemples : adsorption de lhémoglobine et de la myoglobine sur les 
NP de silice et adsorption de la sérum albumine sur la silice nanoporeuse. 
Avant toute approche quantitative, nous pouvons noter que ladsorption des hémoprotéines est un 
phénomène facilement observable à lil nu. Lhémoglobine est mise en contact avec les NP de silice 
dans deux solutions tamponnées à pH 6 et à pH 9. Après agitation et centrifugation, le surnageant est 
coloré sil y a des protéines libre en solution et le culot nest coloré que sil y a des protéines 
adsorbées aux NP (Fig. 4-1).  
 
Figure 4-1. Photographie de solutions contenant hémoglobine (50 µM) et 
nanoparticules de silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 9 (en haut) et 
BisTris-HCl 100 mM à pH 6 (en bas) après centrifugation 
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Cette première observation montre très clairement que lhémoglobine ne sadsorbe pas ou peu sur 
les NP de silice 20 nm à pH 9 en tampon Tris-HCl et au contraire sadsorbe totalement ou presque sur 
les NP à pH 6 en tampon BisTris-HCl puisque la solution devient incolore après centrifugation. 
De la même façon, ladsorption de la myoglobine sur la silice nanoporeuse CPG 8 nm peut être 
facilement observée après décantation des particules (Fig. 4-2). 
 
Figure 4-2. Photographie dune solution de myoglobine libre (CMb = 40 µM) (à 
droite) et en présence de silice nanoporeuse CPG 8 nm (m = 150 mg) (à gauche) en 
tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 après décantation des particules 
Pour quantifier ladsorption des protéines sur la silice, les isothermes dadsorption de la myoglobine, 
de lhémoglobine et de la sérum albumine sur la silice nanostructurée ont été mesurées à léquilibre. 
Pour déterminer le temps nécessaire pour atteindre léquilibre, la quantité dhémoglobine et de 
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 et 20 nm a été mesurée pour des temps de contact de 1h, 
4h et 16h en fonction de la concentration en NP. Les résultats sont présentés pour ladsorption de 
lhémoglobine sur les NP de silice 7 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 (Fig. 4-3). La quantité 
dhémoglobine adsorbée est exprimée en pourcentage par rapport à la quantité en solution.   
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Figure 4-3. Pourcentage dhémoglobine adsorbée (CHb = 3,8 µM) sur les 
nanoparticules de silice 7 nm en fonction de la concentration en NP et du temps de 
contact : 1h ( ), 4h ( ), 16h ( ), en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 
Aucune différence dadsorption de lhémoglobine nest visible entre un temps de contact de 1h à 
16h, quelle que soit la concentration en NP. Une adsorption plus faible (denviron 10%) a toutefois 
été observée pour la myoglobine entre 1h et 4h. Même sil est possible que léquilibre soit atteint 
plus rapidement pour certains systèmes, nous avons choisi un temps de 4h avant la mesure des 
isothermes pour assurer léquilibre des différents systèmes étudiés.  
Les isothermes dadsorption représentent la quantité de protéine adsorbée en fonction de la 
concentration en protéine libre en solution. Un exemple typique est présenté pour lhémoglobine 
(Fig. 4-4), la myoglobine (Fig. 4-5) et la sérum albumine (Fig. 4-6).  
La quantité de protéine adsorbée est exprimée en mg/m² plutôt que par gramme de silice, car la 
surface spécifique est le paramètre le plus significatif pour les nanomatériaux puisque leur réactivité 
est liée à leur grande surface spécifique. Cela permet également de comparer directement 
ladsorption sur différents types de nanomatériaux (8, 9). 
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Figure 4-4. Isothermes dadsorption de lhémoglobine sur les nanoparticules de 
silice 20 nm (CNP = 4,5 mg/mL) à 25°C en tampon 100 mM BisTris-HCl à pH 6 ( ), à 
Phosphate à pH 7,4 ( ) et Tris-HCl à pH 8,7 ( ) 
 
 
 
Figure 4-5. Isothermes dadsorption de la myoglobine sur la silice nanoporeuse 
CPG 8 nm en tampon 100 mM BisTris-HCl à pH 6 ( ) et Phosphate à pH 7,4 ( ) 
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Figure 4-6. Isothermes dadsorption de la BSA sur la silice nanoporeuse CPG 8 nm  
( ), CPG 50 nm ( ) et nanoparticules de silice 20 nm ( ) en tampon BisTris-HCl 100 
mM à pH 6 
La quantité de protéine adsorbée à saturation peut être lue directement sur lisotherme au niveau du 
plateau. De grandes différences sont observées entre protéines : la sérum albumine sadsorbe en 
quantité plus importante que lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm à pH 6 par exemple, mais aussi 
pour une même protéine en fonction du type de silice : la sérum albumine sadsorbe fortement sur 
les CPG 50 nm et ne sadsorbe pas sur les CPG 8 nm, et en fonction du pH de la solution : 
lhémoglobine ne sadsorbe par sur les NP de silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7.  
Les isothermes présentées ci-dessus ne sont que quelques exemples. Une étude systématique de 
linfluence des conditions (silice, protéine, pH, tampon) sur ladsorption a été réalisée pour 
permettre leur comparaison. Les résultats sont présentés dans le paragraphe 3.  
Un second paramètre, la constante dadsorption de la protéine sur la surface, peut être déduit des 
isothermes dadsorption, mais il faut pour cela appliquer un modèle dadsorption aux données. 
Plusieurs modèles décrivent ladsorption dune molécule sur une surface mais ne sappliquent pas 
nécessairement à ladsorption dune protéine sur une surface. Les modèles les plus couramment 
utilisés sont présentés dans le paragraphe suivant, puis le modèle le plus adapté sera utilisé pour 
analyser les isothermes dadsorption mesurées. 
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2. Modèles disothermes appliqués à ladsorption des protéines 
Ladsorption des protéines sur les nanoparticules peut être étudiée dans le cadre plus général de 
ladsorption de molécules sur une surface. Lutilisation de modèles pour reproduire les isothermes 
dadsorption mesurées permet dune part de déterminer un nouveau paramètres de ladsorption, la 
constante dadsorption, et dautre part détudier ladéquation entre ladsorption représentée par le 
modèle, par exemple monocouche ou multicouche, et la mesure. Des modèles à deux paramètres 
permettent de reproduire les isothermes dadsorption mesurées expérimentalement.  
Ladsorption des protéines sur une surface est le plus souvent représentée par le modèle de 
Langmuir (10-14), développé initialement pour ladsorption de molécules de gaz, bien que toutes les 
hypothèses du modèle initial ne soient pas toujours vérifiées : ladsorption est irréversible dans de 
nombreux cas et les interactions latérales entre protéines ne peuvent pas être exclues. Dautres 
modèles dadsorption sont rarement testés.  
Les modèles disothermes à deux paramètres utilisés dans la littérature et que nous avons choisis de 
tester sont lisotherme de Freundlich (1906) (15), de Langmuir (1918) (16), de Temkin-Pyzhev (1939) 
(17), de Dubinin-Radushkevic (1947) (18, 19), de Halsey (1948) (20) et de Jovanovic (1969) (21). 
Dautres isothermes qui sappliquent préférentiellement aux gaz, comme lisotherme BET (22), ne 
seront pas discutées ici. Les modèles testés se répartissent en trois grandes catégories : modèle 
dadsorption en monocouche (isothermes de Langmuir et de Jovanovic), modèle dadsorption en 
multicouche (isothermes de Freundlich et de Halsey) et modèle dadsorption basé sur léchange 
dénergie entre molécule et surface (isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic). Une 
distinction est faite également entre adsorption sur une surface homogène (isothermes de Langmuir, 
de Jovanovic et de Halsey) et sur une surface hétérogène (isothermes de Freundlich, Temkin-Pyzhev 
et Dubinin-Radushkevic). Par ailleurs tous ces modèles supposent quil ny a pas dinteractions 
latérales entre les molécules adsorbées.  
Les modèles utilisés le plus couramment pour décrire ladsorption des protéines sur une surface sont 
le modèle de Langmuir qui peut être appliqué à ladsorption de molécules à partir dune solution 
diluée (23) et lisotherme de Freundlich qui décrit de façon empirique ladsorption de molécules 
lorsque différents sites de fixation sont impliqués. Le modèle de Temkin-Pyzhev semble également 
bien sajuster aux isothermes dadsorption des protéines sur une surface (24). 
Il existe également des modèles disotherme dadsorption à trois paramètres. Cependant, si les 
modèles dadsorption à deux paramètres permettent dobtenir un bon ajustement entre modèle et 
données expérimentales, il ne paraît pas nécessaire dajouter un paramètre. Cela diminue également 
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le sens physique donné aux paramètres calculés : par exemple, dans le modèle à trois paramètres de 
Langmuir-Freundlich, une constante supplémentaire est ajoutée pour permettre un meilleur 
ajustement aux données sans que cela corresponde à une donnée physique. 
Le modèle de Langmuir représente le cas idéal de ladsorption réversible dune monocouche de 
molécules sans interactions entre elles sur des sites de fixation identiques (Fig. 4-7).  
 
Figure 4-7. Schéma de ladsorption de molécules sur une surface plane : (a) cas 
idéal dune adsorption monocouche sur une surface homogène (isothermes de 
Langmuir et de Jovanovic), (b) adsorption monocouche sur une surface hétérogène 
(isothermes de Freundlich, de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic), (c) 
adsorption avec interactions latérales et regroupement des molécules sur la 
surface, (d) adsorption multicouche (isotherme de Halsey) 
Lexpression mathématique du modèle de Langmuir est donnée par léquation 2. Elle décrit 
léquilibre entre molécules adsorbées et molécules libres, par exemple pour une protéine (notée P) 
en interaction avec les nanoparticules de silice (eq. 1). Les quantités adsorbées sont exprimées par 
gramme de solide. Une relation équivalente est obtenue en fonction de la masse de protéine 
adsorbée et les concentrations massiques. 
௟ܲ௜௕௥௘ ൅ ܱܵ݅ଶ ൌ ௔ܲௗ௦௢௥௕±௘     (eq. 1) ݊௔ௗ௦ ൌ ௡ಮכ௄ೌ೏ೞכ஼ଵା௄ೌ೏ೞכ஼       (eq. 2) 
avec C la concentration en protéine libre à léquilibre (mol/L), nads la quantité de protéine adsorbée 
par gramme de solide (mol/gNP), n" la quantité maximale de protéine adsorbée par gramme de 
solide et Kads la constante dadsorption du modèle (L/mol). Kads nest donc pas formellement une 
constante déquilibre, car ladsorption de la myoglobine nest pas le seul processus à luvre. En 
effet, elle implique une désolvatation simultanée de la surface : les molécules deau initialement 
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adsorbées sur la surface sont déplacées vers la solution (eq. 3). Kads est alors le rapport entre la 
constante déquilibre de cette réaction et lactivité de leau (eq. 4) (23). Pour des solutions diluées, la 
valeur numérique de la constante déquilibre est donc assimilable à celle de Kads, seule lunité change. 
௦ܲ௢௟௨௧௜௢௡ ൅ ܪଶܱ௔ௗ௦௢௥௕±௘ ൌ ௔ܲௗ௦௢௥௕±௘ ൅ ܪଶܱ௦௢௟௨௧௜௢௡    (eq. 3) ܭ௔ௗ௦ ൌ ௄௔ಹమೀ      (eq. 4) 
Les relations associées à chaque modèle disotherme sous leur forme massique sont présentées ci-
dessous (tableau 4-1). 
Isothermes Expression 
Langmuir (16) ݉௔ௗ௦ ൌ ݉ஶ כ ܭ௔ௗ௦ כ ܥͳ ൅ ܭ௔ௗ௦ כ ܥ  
Freundlich (15) ݉௔ௗ௦ ൌ ܽ ή ܥଵȀ௡ 
Jovanovic (21) ݉௔ௗ௦ ൌ ݉ஶሺͳ െ ݁ି௄಻כ஼ሻ 
Temkin-Pyzhev (17) ݉௔ௗ௦ ൌ ்ܴܾܶ ሺܭ்ܥሻ 
Dubinin-Radushkevic (19) ݉௔ௗ௦ ൌ ݉஽ ή ݁ݔ݌ൣെܾ஽ ή ൫ܴܶ כ ሺͳ ൅ ͳȀܥሻ൯;൧ 
Halsey (20) ݉௔ௗ௦ ൌ ൬ܭுܥ ൰ଵȀ௡ 
Tableau 4-1. Modèles disothermes à deux paramètres étudiés et expression 
mathématique pour une concentration massique en molécule adsorbée 
Les isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic sont toutes deux basées sur la variation 
dénergie lors de ladsorption de molécules sur une surface et dépendent de la température T. Alors 
que les autres modèles dépendent de la quantité de molécules adsorbées et de la constante 
dadsorption, les isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic dépendent de la 
constante dadsorption, de lénergie dadsorption et de la température. Dans lisotherme de Temkin-
Pyzhev, le paramètre bT de léquation représente une variation dénergie en J/mol. Daprès ce 
modèle, si ce paramètre est positif, alors ladsorption est exothermique. Dans lisotherme de 
Dubinin-Radushkevic, le paramètre bD (J/mol) est directement relié à lénergie libre dadsorption (eq. 
5) (25): ܧ ൌ ଵඥଶ௕ವ     (eq. 5) 
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Les différents modèles ont été appliqués aux isothermes dadsorption de la myoglobine sur les 
nanoparticules de silice 7 nm et de lhémoglobine sur les nanoparticules de silice 20 nm, afin de 
vérifier lajustement des modèles à deux systèmes différents. Ces deux systèmes ont été choisis car 
ils présentent un comportement différent lors de ladsorption et les données sont de bonne qualité 
pour tester les modèles.  
Lajustement des modèles aux données expérimentales peut être réalisé selon trois méthodes : par 
régression linéaire avec un coefficient de régression linéaire R² le plus proche de 1 en adaptant 
lexpression de chaque modèle (par exemple pour le modèle de Langmuir (eq. 6)), par régression non 
linéaire en minimisant la somme du carré des erreurs SCE (eq. 7) ou en minimisant la somme du 
carré des erreurs relatives SCER (eq. 8) (26). ஼௡ೌ೏ೞ ൌ ஼௡ಮ ൅ ଵ௡ಮή௄ೌ೏ೞ     (eq. 6) ܵܥܧ ൌ σ ൫݉௔ௗ௦ െ݉௔ௗ௦௖௔௟௖൯;௣௜ୀଵ     (eq. 7) ܵܥܧܴ ൌ σ ൤൫௠ೌ೏ೞି௠ೌ೏ೞ೎ೌ೗೎൯;௠ೌ೏ೞ ൨௣௜ୀଵ     (eq. 8) 
La régression linéaire donne un bon ajustement avec lisotherme de Langmuir, mais pour les autres 
modèles la régression non linéaire par minimisation du SCER semble permettre un meilleur 
ajustement, comme cela a déjà été observé pour dautres systèmes (26). La représentation des 
isothermes de la myoglobine et de lhémoglobine sur la silice par les différents modèles a été réalisée 
suivant cette méthode (Fig. 4-8).  
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Figure 4-8. Représentation des isothermes dadsorption de la myoglobine sur les 
nanoparticules de silice 7 nm ( ) et de lhémoglobine sur les nanoparticules de silice 
20 nm ( ) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C par les modèles de 
Langmuir, Freundlich, Jovanovic, Temkin-Pyzhev, Dubinin-Radushkevic et Halsey (en 
rouge). Ajustement par régression non linéaire et minimisation de la somme du 
carré des erreurs (SCER) 
La répartition des points de mesure nest pas équivalente pour la myoglobine sur NP 7 nm et pour 
lhémoglobine sur NP 20 nm : ils sont centrés sur le début de lisotherme pour la myoglobine, avec 
seulement deux points de mesure au plateau, tandis quils sont répartis sur lensemble de 
lisotherme, plateau compris, pour lhémoglobine. Cette répartition influence le plus ou moins bon 
ajustement de chaque modèle.  
Les paramètres de chaque modèle et la valeur du SCER correspondante, indiquant un bon 
ajustement ou non du modèle aux données expérimentales, sont indiqués dans le tableau 4-2. Pour 
une comparaison plus facile avec les isothermes, la quantité maximale de protéine adsorbée calculée 
en mg par gramme de solide dans les modèles est réexprimée en mg par m² de surface. La surface 
spécifique des NP de silice 7 nm et 20 nm est respectivement de 333 et 168 m²/g (voir chap. 3, §2.3).  
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Isothermes 
Paramètres  
Mb + NP SiO2 7nm 
Paramètres  
Hb + NP SiO2 20nm 
Langmuir 
m" = 0,29 mg/m² 
Kads = 4,9.10
4 M-1 
SCER = 2,3 
m" = 0,34 mg/m² 
Kads = 4,8.10
5 M-1 
SCER = 1,8 
Freundlich 
a = 7,5.104 mg1-1/n.L1/n.g-1 
n = 0,48 
SCER = 5,3 
a =  1,5.104 mg1-1/n.L1/n.g-1 
n = 0,32 
SCER = 7,7 
Jovanovic 
m" = 0,23 mg/m² 
KJ = 5,1.10
4 M-1 
SCER = 4,6 
m" =  0,30 mg/m² 
KJ = 3,8.10
5 M-1 
SCER = 6,9 
Temkin-Pyzhev 
bT = 118 J/mol 
KT = 5,1.10
5 M-1 
SCER = 1,2 
bT = 250 J/mol 
KT = 8,1.10
6 M-1 
SCER = 1,0 
Dubinin-Radushkevich 
non applicable 
SCER = 117 
non applicable 
SCER = 57 
Halsey 
n = 2 
KH = 1,8.10
-8 
SCER =5,6 
non applicable 
 
SCER =38 
Tableau 4-2. Paramètres des modèles disothermes appliqués à ladsorption de la 
myoglobine sur les nanoparticules de silice 7 nm et de lhémoglobine sur les 
nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C. 
SCER : somme des carrés des erreurs relatives 
Les isothermes de Freundlich et de Halsey peuvent être exclues car elles ne sajustent quau début de 
lisotherme et ne permettent pas de représenter le plateau dadsorption de la myoglobine et de 
lhémoglobine sur les NP. Une adsorption multicouche peut donc être écartée. Au contraire, les 
données sont bien représentées par le modèle de Langmuir, qui fait lhypothèse dune adsorption en 
monocouche de la myoglobine et de lhémoglobine sur les NP de silice. 
Les isothermes de Jovanovic et de Dubinin-Radushkevic peuvent être exclues car si elles peuvent 
représenter le plateau des isothermes, la pente lors de la première partie de ladsorption est trop 
importante comparée aux mesures ce qui se traduit par un mois bon ajustement du modèle aux 
données (SECR > 4).  
Les isothermes de Temkin-Pyzhev (SECR = 1,0-1,2) et de Langmuir (SECR = 1,8-2,3) sajustent bien à la 
forme des isothermes dadsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur les NP  de silice. Il 
semble que deux approches différentes, par sites de fixation dans le modèle de Langmuir et par 
énergie dadsorption dans le modèle de Temkin-Pyzhev, permettent de représenter correctement 
ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur les nanoparticules de silice. Pourtant ces deux 
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modèles ne donnent pas du tout la même représentation de ladsorption, hormis ladsorption en 
monocouche : le modèle de Langmuir dessine une surface homogène où les protéines sadsorbent de 
façon réversible tandis que le modèle de Temkin-Pyzhev dépeint une surface hétérogène où 
ladsorption des protéines est différente en fonction du site de fixation.  
La constante dadsorption calculée est cependant un ordre de grandeur supérieure avec lisotherme 
de Temkin-Pyzhev comparée à lisotherme de Langmuir, alors quelles représentent bien la même 
grandeur. Une mesure directe de la constante dadsorption par microcalorimétrie ITC peut permettre 
de déterminer à laide dune méthode expérimentale très différente la constante dadsorption de la 
protéine sur la surface (voir §5) puis de la comparer à ces deux modèles.  
Isotherme de Temkin-Pyzhev 
Le paramètre bT de lisotherme de Temkin-Pyzhev est positif aussi bien pour ladsorption de la 
myoglobine que de lhémoglobine, ce qui correspond daprès le modèle à une adsorption 
exothermique sur les nanoparticules de silice, prédiction qui est bien vérifiée par microcalorimétrie 
(voir §5).  
Le modèle de Temkin-Pyzhev implique également une dépendance en température de ladsorption. 
Lisotherme dadsorption de lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm a été mesurée à 4°C et à 25°C 
en tampon Phosphate 100 mM à pH 6 et à pH 7,4, puis le modèle a été ajusté aux données, en 
faisant lhypothèse que les paramètres bT et KT dépendent aussi de la température (Fig. 4-9). 
 
Figure 4-9. Données expérimentales et régression non linéaire avec lisotherme de Temkin-
Pyzhev de ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm (CNP = 4,5 mg/mL) en 
tampon Phosphate 100 mM à 25°C à pH 6 ( ) et à pH 7,4 ( ) et à 4°C à pH 6 ( ) et à pH 7,4 ( ) 
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Contrairement à ce que prédit le modèle, les isothermes dadsorption de lhémoglobine sur les NP de 
silice ne présentent pas de variation significative avec la température. Puisque la température varie 
dans léquation du modèle, mais que les isothermes sont identiques, les paramètres bT et K varient 
artificiellement (tableau 4-3).  
Isotherme de 
Temkin-Pyzhev 
Paramètres 
T = 4°C 
Paramètres 
T = 25°C 
Phosphate pH 6 
bT =  212 J/mol 
KT = 7,8.10
7 M-1 
SCER = 0,9 
bT = 246 J/mol 
KT = 9,4.10
7 M-1 
SCER = 0,2 
Phosphate pH 7,4 
bT = 249 J/mol 
KT = 1,4.10
7 M-1 
SCER = 0,9 
bT = 250 J/mol 
KT = 8,1.10
6 M-1 
SCER = 1,0 
Tableau 4-3. Paramètres de lisotherme de Temkin-Pyzhev appliquée à 
ladsorption de lhémoglobine sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon 
Phosphate 100 mM à pH 6 et à pH 7,4 en fonction de la température 
La constante dadsorption calculée à pH 6 diminue avec la température tandis quelle augmente avec 
la température à pH 7,4, alors quil ny a pas de modification de ladsorption entre 4°C et 25°C 
daprès la mesure. Bien quelle reproduise bien la forme des isothermes dadsorption de 
lhémoglobine et de la myoglobine sur les NP de silice, lisotherme de Temkin-Pyzhev ne semble pas 
adaptée car la valeur calculée de la constante dadsorption ne semble pas suffisamment « robuste ». 
Isotherme de Langmuir 
Lisotherme de Langmuir sajuste bien aux isothermes dadsorption de la myoglobine et de 
lhémoglobine sur les NP de silice. La quantité maximale de protéine adsorbée calculée est 
légèrement surestimée pour la myoglobine (0,29 mg/m² calculé pour 0,24 mg/m² mesuré) mais bien 
représentée pour lhémoglobine (0,34 mg/m² calculé et mesuré). Le modèle de Langmuir parait donc 
bien adapté pour représenter ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur les NP de silice 
et les constantes dadsorption calculées à laide de ce modèle pourront être utilisées pour comparer 
ladsorption des différents systèmes de cette étude, mais également avec les données de la 
littérature. 
Cependant, le bon ajustement du modèle aux données ne permet pas de conclure à la réversibilité 
de ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine ou à labsence dinteractions latérales entre 
protéines (hypothèses du modèle) car il est utilisé pour représenter ladsorption irréversible des 
protéines sur une surface (10-14).  
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Pour déterminer si ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur la silice nanostructurée est 
réversible/irréversible, spécifique/non spécifique, sur un seul ou plusieurs types de sites de fixation, 
dautres études sont nécessaires. Pour essayer de répondre à ces questions, nous avons mesuré la 
désorption des protéines dans différentes conditions (voir §4) et les paramètres thermodynamiques 
de ladsorption (voir §5) puis nous avons étudié la structure des protéines adsorbées et chercher à 
identifier les sites dinteraction entre protéine et silice (voir chap. 5).  
3. Caractérisation de ladsorption des protéines sur la silice 
nanostructurée 
Les isothermes dadsorption de la myoglobine, lapomyoglobine, lhémoglobine et la sérum albumine 
sur la silice nanostructurée ont été analysées à laide du modèle de Langmuir afin de déterminer la 
quantité de protéine adsorbée à saturation et la constante dadsorption Kads pour chaque système. 
Ladsorption des protéines dans différentes conditions est comparée sur la base de ces deux critères. 
Plusieurs paramètres qui peuvent influencer ladsorption des protéines ont été étudiés : 
1) Effet du matériau : ladsorption de la myoglobine sur les silices nanoporeuses (CPG 8 nm et 
CPG 50 nm) et sur les nanoparticules de silice (NP 7 nm et NP 20 nm) qui présentent des 
tailles et des géométries différentes, a été comparée.  
2) Effet de la protéine : ladsorption des différentes protéines modèles sur la silice 
nanostructurée a été comparée en fonction de la structure, de la charge et de la stabilité 
interne des protéines 
3)  Effet du pH et du tampon : ladsorption des protéines sur la silice nanostructurée a été 
mesurée de pH 6 à pH 9 en tampon BisTris-HCl, Tris-HCl et Phosphate à une concentration de 
100 mM 
La quantité de protéine adsorbée à saturation et la constante dadsorption de la myoglobine, 
lapomyoglobine, lhémoglobine et la sérum albumine sur la silice nanostructurée dans différentes 
conditions sont présentées ci-dessous (tableau 4-4). 
  
105 
 
Myoglobine    
Silice Tampon et pH mads (mg/m²) Kads (M
-1) 
NP 7 nm 
BisTris-HCl pH 6 0,26 ± 0,02 9,7 ± 1,0.104 
Phosphate pH 6 0,30 ± 0,02 1,7 ± 0,2.105 
Phosphate pH 7,4 0,24 ± 0,02 4,4 ± 0,4.104 
NP 20 nm 
BisTris-HCl pH 6 0,30 ± 0,02 7,0 ± 0,7.104 
Phosphate pH 6 0,45 ± 0,02 2,0 ± 0,2.104 
Phosphate pH 7,4 0,37 ± 0,02 6,0 ± 0,6.104 
CPG 8 nm 
BisTris-HCl pH 6 0,45 ± 0,03 5,5 ± 0,6.104 
Phosphate pH 7,4 0,28 ± 0,02 3,6 ± 0,4.104 
CPG 50 nm 
BisTris-HCl pH 6 0,50 ± 0,03 1,0 ± 0,1.105 
Phosphate pH 7,4 0,49 ± 0,03 3,4 ± 0,4.104 
Apomyoglobine* 
NP 7 nm BisTris-HCl pH 6 
(4°C) 
0,81 ± 0,04 6,5 ± 0,7.105 
 
Hémoglobine    
Silice Tampon et pH mads (mg/m²) Kads (M
-1) 
NP 7nm 
BisTris-HCl pH 6 0,52 ± 0,03 4,6 ± 0,5.105 
Phosphate pH 6 0,68 ± 0,03 9,1 ± 0,9.105 
Phosphate pH 7,4 0,40 ± 0,02 2,4 ± 0,2.105 
NP 20nm 
BisTris-HCl pH 6 0,43 ± 0,02 7,3 ± 0,8.105 
Phosphate pH 6 0,50 ± 0,03 7,1 ± 0,8.105 
Phosphate pH 7,4 0,34 ± 0,02 3,4 ± 0,4.105 
 
Sérum albumine 
Silice Tampon et pH mads (mg/m²) Kads (M
-1) 
NP 20 nm BisTris-HCl pH 6 0,66 ± 0,03 3,6 ± 0,4.105 
CPG 8 nm BisTris-HCl pH 6 0 - 
CPG 50 nm BisTris-HCl pH 6 1,3 ± 0,08 1,2 ± 0,1.105 
Tableau 4-4. Caractéristiques de ladsorption de la myoglobine, lapomyoglobine, 
lhémoglobine et la sérum albumine sur la silice nanostructurée  dans différentes 
conditions de pH et de tampon 100 mM à 25°C. *Lisotherme dadsorption de 
lapomyoglobine, instable à température ambiante, a été mesurée à 4°C. 
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3.1 Effet du matériau 
Myoglobine 
La quantité de myoglobine adsorbée sur la silice nanostructurée varie du simple au double en 
fonction du matériau, dans les conditions dadsorption favorables en tampon BisTris-HCl à pH 6. La 
myoglobine sadsorbe en plus grande quantité sur la silice nanoporeuse (mads = 0,45-0,50 mg/m²) que 
sur les nanoparticules de silice (mads = 0,26-0,30 mg/m²) : une géométrie concave semble plus 
favorable à ladsorption (voir chap. 3). La quantité de myoglobine adsorbée augmente légèrement 
avec la taille des NP : une courbure de surface plus faible pourrait être plus favorable. Cependant, ce 
classement nest pas respecté lorsque les conditions de pH et de tampon changent, ce qui montre 
que différents paramètres peuvent influencer ladsorption des protéines sur la silice. 
Laffinité de la myoglobine pour les NP de silice 7 et 20 nm est proche. Un facteur 2 de différence est 
par contre observé entre CPG 50 nm (Kads = 1,0 ± 0,1.10
5 M-1) et CPG 8 nm (Kads = 5,5 ± 0,6.10
4 M-1), 
qui pourrait être lié à un effet de chimie de surface, les CPG 8 nm étant plus riches en silanols 
pontants (voir chap. 3, §3). 
Hémoglobine 
Lhémoglobine sadsorbe en quantité plus importante sur les NP 7 nm (mads = 0,52 mg/m²) 
comparées aux NP 20 nm (mads = 0,43 mg/m²) en tampon BisTris-HCl à pH 6. Son affinité est par 
contre plus grande pour les NP 20 nm (Kads = 7,3 ± 0,8.10
5 M-1) que pour les NP 7 nm (Kads = 4,6 ± 
0,5.105 M-1), deux variations qui sont de sens opposée à celles de la myoglobine. Ces observations ne 
sont pas non plus transposables dans dautres conditions de pH et de tampon, ce qui met en 
évidence le côté multiparamétrique de ladsorption des protéines. 
Sérum albumine 
Ladsorption de la sérum albumine à pH 6 est maximale sur les CPG 50 nm (mads = 1,3 mg/m²), 
intermédiaire sur les NP 20 nm (mads = 0,66 mg/m²) et nulle sur les CPG 8 nm. Le diamètre dune 
molécule de BSA est de 6,2 nm pour un monomère (27) et de 12,4 nm si la protéine sorganise sous la 
forme dun dimère (28). Puisque la BSA a une forte affinité pour les CPG 50 nm (Kads=1,2 ± 0,1.10
5     
M-1), il est probable que la non adsorption de la protéine sur les CPG 8 nm soit due à une taille de 
porosité trop faible pour permettre lentrée de la protéine et son adsorption, la surface externe étant 
négligeable devant la surface interne des CPG. Ladsorption en plus faible quantité sur les NP 
comparées aux CPG est similaire pour la BSA et la myoglobine.  
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La BSA présente une plus grande affinité pour les NP de silice 20 nm (Kads = 3,6 ± 0,4.10
5 M-1) que 
pour les CPG 50 nm, contrairement à la myoglobine. Il y a donc une spécificité propre à chaque 
protéine et les observations réalisées sur une protéine modèle ne sont pas nécessairement 
applicables à dautres protéines.  
La rugosité de surface, un autre effet qui peut influencer ladsorption des protéines (29), est discutée 
dans la chapitre 5 (voir §1). 
3.2 Effet de la protéine 
Ladsorption des protéines sur les NP de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl à pH 6 peut être classée 
selon chaque critère pour comparer leur adsorption : 
- en fonction de la constante dadsorption   Hb > ApoMb > BSA > Mb 
- en fonction de la quantité de protéine adsorbée  ApoMb > BSA > Hb > Mb 
Les différences ne sont pas négligeables puisque la quantité de protéine adsorbée varie de 0,30 à 
0,81 mg/m² et la constante dadsorption de 7.104 M-1 à 7,3.105 M-1, ce qui montre des différences 
daffinité importantes entre protéines pour une même surface.  
La protéine ayant la plus faible affinité est la myoglobine, dont la quantité adsorbée est également la 
plus faible. La protéine qui sadsorbe en plus grande quantité (ApoMb) nest pas celle qui a la plus 
grande affinité (Hb). Cette comparaison nous indique quil ny a pas nécessairement de lien ente 
quantité de protéine adsorbée et constante dadsorption. Cet effet peut sexpliquer par un plus 
grand étalement de la protéine sur la surface lorsque son affinité est plus importante, et donc un 
nombre moins élevé de molécules adsorbées à saturation.  
Charge 
A pH 6, la BSA a une charge globale négative (pI = 4,7), tandis que la myoglobine et lhémoglobine 
ont toutes deux une charge globale positive. Pourtant, la BSA sadsorbe en plus grande quantité que 
lhémoglobine et la myoglobine, qui plus est avec une plus forte affinité que la myoglobine. Cela 
montre clairement que le critère de charge globale de la protéine nest pas déterminant pour 
ladsorption sur la silice, mais quil faut peut-être regarder la répartition des charges au sein de la 
protéine plutôt que sa charge moyenne. Soit la répartition de charge au sein de la BSA permet 
déviter une trop forte répulsion électrostatique, soit dautres types dinteractions permettent 
ladsorption, par exemple des interactions hydrophobes suite à une modification de structure de la 
protéine sur la surface (1).  
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La BSA est une protéine « molle » tandis que la myoglobine est une protéine « dure ». Cet effet 
pourrait être prépondérant sur celui de la charge. 
Stabilité interne 
Ladsorption plus importante de la BSA comparée à la silice pourrait être due à la différence de 
stabilité interne des protéines (modèle de Norde (1)) mais aussi à une différence de taille, de 
structure, de composition ou de dynamique. Comparer ladsorption de la myoglobine et de la BSA, 
deux protéines très différentes, ne permet pas de tester lhypothèse de stabilité interne du modèle.  
Lapomyoglobine, de structure proche de la myoglobine (5) mais de plus faible stabilité, est en 
première approche un bon modèle de « myoglobine molle ». Lapomyoglobine sadsorbe trois fois 
plus que la myoglobine sur les NP de silice 7 nm à pH 6 et avec une affinité 6 fois plus élevée. Dans ce 
cas, lhypothèse de Norde semble vérifiée, ce qui laisse supposer que lapomyoglobine se 
« déforme » plus sur la surface que la myoglobine, ce qui lui permettrait de maximiser ses 
interactions avec la silice.  
Cependant, le modèle de Norde prédit quune protéine « dure » de même charge que la surface ne 
peut pas sadsorber sur celle-ci. Pourtant, une mesure de ladsorption de la myoglobine chargée 
négativement à pH 8,7 montre une adsorption, certes plus faible quà pH 6 ou 7,4, mais non 
négligeable (de lordre de 10 à 20% de la quantité de myoglobine adsorbée à saturation). 
Lhémoglobine, de stabilité et de charge proche de celles de la myoglobine, ne sadsorbe pas à pH 
8,7. Les seuls critères de charge et de stabilité interne ne sont donc pas suffisants pour décrire 
ladsorption des protéines sur une surface, le modèle de Norde savère insuffisant. A travers létude 
dun plus grand nombre de protéines, il est possible de proposer de nouveaux paramètres 
dadsorption des protéines sur une surface (voir §6). 
Monomère/Oligomère 
Lhémoglobine sadsorbe en plus grande quantité et avec une plus forte affinité que la myoglobine 
sur les NP de silice 7 et 20 nm, quelles que soient les conditions de pH et de tampon. La différence la 
plus importante est celle de laffinité, avec une constante dadsorption un ordre de grandeur 
supérieure pour lhémoglobine comparée à la myoglobine. La structure tétramérique de 
lhémoglobine peut expliquer une quantité de protéine adsorbée plus importante, car un ou 
plusieurs monomères peuvent ne pas être en interaction directe avec la surface : il y a donc un 
« effet oligomère ». 
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La très nette augmentation de laffinité pourrait être liée soit aux différences fines de composition et 
de structure entre les deux protéines, soit à une plus grande interaction avec la surface, que lon 
pourrait voir comme un plus grand nombre de points dancrages, pour un oligomère comparé à un 
monomère. Lors de létude de la structure des protéines adsorbées, nous nous intéresserons tout 
particulièrement à lhémoglobine afin de déterminer si la protéine conserve sa structure 
tétramérique lors de ladsorption ou si elle se dissocie à la surface de la silice (voir chap. 5). 
3.3 Effet du pH et du tampon 
Une grande influence des conditions de pH et de tampon sur ladsorption est observée pour la 
myoglobine et lhémoglobine sur les différents types de silice. Dune façon générale, la quantité de 
protéine adsorbée est plus importante à pH 6 quà pH 7,4, et plus importante en tampon Phosphate 
plutôt quen tampon BisTris-HCl. Les variations daffinité suivent également cette tendance pour 
ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur les NP de silice 7 nm, mais ne montrent pas de 
tendance claire pour ladsorption sur les NP de silice 20 nm.  
Le pH et le tampon jouent sur la charge de la protéine, la charge de la surface, la force ionique du 
milieu et la nature des espèces en solution.  
- La silice ne présente pas dinteraction spécifique avec les tampons BisTris-HCl et Phosphate 
(30).  
- La charge de la myoglobine et de lhémoglobine est positive à pH 6 et neutre ou faiblement 
chargée à pH 7,4.  
- La force ionique est plus grande en tampon Phosphate quen tampon BisTris-HCl, et plus 
grande en tampon Phosphate à pH 7,4 plutôt quà pH 6. 
- Le potentiel # des NP de silice nous indique que la charge de surface des NP de silice 7 et 20 
nm est plus fortement négative en tampon Phosphate quen tampon BisTris-HCl à pH 6, et en 
tampon Phosphate à pH 7,4 quà pH 6 (voir chap. 3, §2.4).  
Daprès ces critères, les interactions électrostatiques entre myoglobine, hémoglobine et NP de silice 
seraient favorisées en tampon Phosphate à pH 6, même sil est difficile de dire quel critère est 
prédominant : augmentation de la charge de la protéine et de la surface, diminution de la force 
ionique et dun possible écrantage des charges de surface par les contre-ions présents. Si les 
interactions électrostatiques interviennent dans le mécanisme dadsorption de la myoglobine et de 
lhémoglobine sur la silice, alors une adsorption plus faible devrait être observée à pH basique, 
lorsque les résidus basiques de la protéine sont déprotonés. 
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Adsorption de lhémoglobine à pH basique 
Une première observation de ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm avait mis en 
évidence une adsorption maximale en tampon BisTris-HCl à pH 6 et nulle en tampon Tris-HCl à pH 8,7  
(voir §1). Pour mieux comprendre ce phénomène, les isothermes dadsorption de lhémoglobine sur 
les NP de silice ont été mesurées de pH 6 à pH 9 dans les différents tampons ; les isothermes 
mesurées en tampon Tris-HCl sont présentées en exemple (Fig. 4-10).  
 
Figure 4-10. Isothermes dadsorption de lhémoglobine sur les nanoparticules de 
silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM en fonction du pH  
La quantité dhémoglobine adsorbée à saturation est ensuite représentée en fonction du pH (toutes 
les isothermes ne sont pas représentées sur la première figure) (Fig. 4-11). La quantité 
dhémoglobine adsorbée est maximale et constante de pH 6 à pH 7,2 puis diminue rapidement de pH 
7,2 à pH 8,6 et devient nulle pour un pH > 8,6. Leffet majeur est celui du pH, plutôt que celui du 
tampon, et détermine la capacité de lhémoglobine à sadsorber ou non sur la silice, depuis 100 % 
dadsorption à 0 % en moins de 2 unités pH.  
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Figure 4-11. Quantité dhémoglobine adsorbée à saturation sur les nanoparticules 
de silice 20 nm en fonction du pH en tampon BisTris-HCl (), Phosphate ( ) et Tris-
HCl (!) 
La constante dadsorption est calculée en fonction du pH à laide du modèle de Langmuir (Fig. 4-12). 
 
Figure 4-12. Constante dadsorption Kads de lhémoglobine sur les nanoparticules 
de silice 20 nm calculée à laide du modèle de Langmuir, en fonction du pH et du 
tampon : BisTris-HCl (), Phosphate ( ) et Tris-HCl (!) 
Kads diminue lorsque le pH augmente, de façon similaire à la quantité de protéine adsorbée. Laffinité 
de lhémoglobine pour la silice est donc dautant plus faible que le pH est élevé, ce qui explique la 
forte diminution de son adsorption.  
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La surface de la silice (pI = 2 (31)) est chargée dautant plus négativement que le pH augmente. 
Lhémoglobine (pI = 7,4 (6)) est globalement chargée positivement à pH acide et négativement à pH 
basique. Or le changement de comportement vis-à-vis de ladsorption débute à pH 7,2 (Fig. 4-13). 
 
Figure 4-13. Schéma de ladsorption et de la non adsorption de lhémoglobine sur 
les nanoparticules de silice 20 nm en fonction du pH et hypothèse de changement 
de charge global de lhémoglobine et répulsion électrostatique entre hémoglobine 
et silice à pH 9 
Linterprétation la plus simple est que les forces électrostatiques entre protéine chargée 
positivement et silice chargée négativement favorisent ladsorption de la protéine à pH < 7,2, puis la 
charge de la protéine diminuant jusquà sinverser, les interactions électrostatiques entre protéine et 
silice deviennent défavorables à pH > 7,2 ce qui diminue la quantité de protéine adsorbée et la force 
dinteraction entre protéine et surface, jusquà empêcher totalement linteraction à pH > 8,6 lorsque 
protéine et silice sont toutes deux fortement chargées négativement (Fig. 4-13).  
Un résultat similaire est obtenu pour la myoglobine (pI = 7,2 (6)), sur les NP de silice 7 nm avec une 
diminution importante de la quantité de protéine adsorbée à pH > 9.  
3.4 Comparaison à dautres systèmes de la littérature  
Ladsorption de la myoglobine, de lhémoglobine et de la sérum albumine sur la silice nanostructurée 
a été comparée aux données de la littérature pour des systèmes proches : même protéine ou même 
surface (tableau 4-5). Malheureusement, les données sont parfois incomplètes ou non comparables, 
notamment lorsque la quantité de protéine adsorbée nest pas exprimée par unité de surface. 
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Protéine  Surface mads (mg/m²) Kads (M
-1) Référence 
Myoglobine 
NP ZrO2 2,1 - (32) 
NP SiO2 1,9 - (33) 
Hémoglobine TiO2 nanoporeux - 1,8.10
5 (10) 
Sérum albumine 
BSA 
NP SiO2 
1,1 - (34) 
1,5 - (35) 
NP Al(OH)2 - 2,1.10
5 (11) 
HSA NP Hydroxyapatite 1,4 - (36) 
Lysozyme NP SiO2 
1,1 1,1.104 (13) 
1,8 - (35) 
1,1 0,9.103 (14) 
Tableau 4-5. Données de la littérature pour ladsorption de protéines sur des 
nanomatériaux proches de notre système détude  
Dans leur ensemble, les constantes dadsorption et quantités de protéine adsorbée à saturation sont 
du même ordre de grandeur que celles mesurées pour nos systèmes. Une assez grande similitude 
daffinité des protéines pour différentes surfaces est observée : affinité de lhémoglobine pour les NP 
de silice 20 nm (Kads = 3,4.10
5 M-1) et pour TiO2 nanoporeux (Kads = 1,8.10
5 M-1) (10), affinité de la BSA 
pour les NP de silice 20 nm (Kads = 3,6.10
5 M-1) et pour les NP dhydroxyde daluminium (Kads = 2,1.10
5 
M-1) (11). La myoglobine et le lysozyme ont également une affinité proche lors de ladsorption sur les 
NP de silice (Kads = 4,4.10
4 M-1 et 1,1.104 M-1) (14).  
La quantité de protéine adsorbée est comprise entre 0,2 et 2 mg/m² environ pour les différentes 
protéines et surfaces. La quantité de BSA adsorbée à saturation sur les NP de silice est similaire aux 
valeurs de la littérature (34, 35). Par contre une grande différence est observée entre la quantité de 
myoglobine adsorbées sur les NP de silice 7 nm (mads = 0,24 mg/m² à pH 7,4 ) et les NP  de silice de 11 
nm (mads = 1,9 mg/m²) (33). Les deux systèmes sont toutefois différents : protéine (myoglobine de 
cur de cheval et myoglobine de mouton), taille des NP et surtout tampon (Phosphate 100 mM à pH 
7,4 et HEPES 5 mM à pH 6,5).  
Les caractéristiques de ladsorption des protéines sur les surfaces sont relativement homogènes 
lorsquil sagit de surfaces doxydes non fonctionnalisées. Des variations beaucoup plus importantes 
de la quantité de protéines adsorbées et de la constante dadsorption sont observées pour des 
surfaces métalliques, hydrophobes ou fonctionnalisées (37, 38), qui impliquent dautres types 
dinteractions que celles observées entre protéine et surfaces doxydes hydrophiles. A la manière des 
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études de toxicologie, il serait utile de définir des « conditions standards » pour évaluer ladsorption 
des protéines sur différents types de surfaces (39). 
4. Réversibilité de ladsorption 
Pour déterminer si ladsorption de lhémoglobine et de la myoglobine sur les NP de silice est 
réversible, la désorption des protéines a été mesurée dans différentes conditions.  
Tout dabord, la désorption a été testée par dilution : une fois la protéine adsorbée à saturation, la 
solution contenant la myoglobine libre à léquilibre (nécessaire pour atteindre le plateau de 
lisotherme, puisque ladsorption suit un équilibre) est éliminée et remplacée par la solution tampon. 
Aucune désorption de la myoglobine ou de lhémoglobine adsorbée na été observée (la 
concentration en protéine du surnageant est nulle). Ladsorption de lhémoglobine et de la 
myoglobine sur les NP de silice est donc irréversible par dilution (Fig. 4-14). 
 
Figure 4-14. Représentation schématique de ladsorption irréversible par dilution 
de la myoglobine et de lhémoglobine des NP de silice  
Si la dilution nest pas efficace pour désorber lhémoglobine et la myoglobine des NP de silice, 
dautres conditions peuvent être testées : lavage à leau distillée, lavage par une solution tampon, 
modification du pH de la solution et modification de la force ionique par ajout de cations 
monovalents et divalents (tableau 4-6) (le lavage revient ici à faire une dilution dans un autre milieu). 
Toutes les conditions testées sont non dénaturantes pour les protéines. La désorption des protéines 
des surfaces est couramment obtenue à laide de surfactants (40) (SDS, morpholine par exemple (41, 
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42)) qui présentent assez peu dintérêt pour notre étude si la désorption saccompagne de la 
dénaturation de la protéine désorbée.  
Conditions initiales  Eau BisTris-HCl  
pH 6 
BisTris-HCl  
pH 7 
Phosphate  
pH 7,4 
Conditions finales 
Eau 3 0 1 3 
BisTris-HCl pH 6  0 0 0 0 
BisTris-HCl pH 7  0 0 0 0 
Phosphate pH 7,4  1 1 1 1 
NaCl 1M 0 1 1 0 
CaCl2 1M 1 0 1 1 
Tris-HCl pH 8,7 (22h) 
Tris-HCl pH 8,7 (1h) 
88 
91 
81 
85 
85 
91 
90 
90 
Tableau 4-6. Pourcentage dhémoglobine désorbée des nanoparticules de silice 20 
nm en fonction des conditions initiales dadsorption (tampons 10 mM, CHb = 50 
µM, CNP = 34 mg/mL)) et des conditions de désorption (tampons 100 mM) après 22 
h dagitation. Mesure répétée après 1h dagitation en tampon Tris-HCl. La 
désorption en tampon Tris-HCl est réalisée par dialyse. 
Labsence de désorption par dilution et lavage par leau ou par le même tampon confirme que 
ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm est irréversible par dilution, quelles que 
soient les conditions initiales dadsorption (eau, tampon BisTris-HCl pH 6 et pH 7, tampon Phosphate 
pH 7,4).  
De façon plus surprenante, aucune désorption nest observée par ajout de cation mono et divalent à 
une concentration de 1M. La désorption par échange dions ne fonctionne pas, malgré les indices de 
la formation dinteractions électrostatiques entre hémoglobine et silice lors de ladsorption. Si la 
protéine a plusieurs points de fixation sur la surface, cet effet peut se comprendre : supprimer un 
point dancrage ne suffit pas pour désorber lensemble de la protéine. 
Au contraire, le changement de pH en tampon Tris-HCl à pH 8,7 conduit à une désorption quasi-
totale de lhémoglobine, quelles que soient les conditions initiales dadsorption. Ces conditions 
permettent donc non seulement dempêcher ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice mais 
provoquent également sa désorption. Les résidus basiques arginine et lysine ont un pKa libre en 
solution de 10,4 et 12,0 respectivement (43). Bien que le pKa dun acide aminé puisse être déplacé 
au sein de la protéine par rapport à son pKa libre en solution, il est probable quun nombre 
important darginine et de lysine soient chargées positivement au sein de lhémoglobine à pH 6 et 
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soient en partie déprotonées à pH 8,7. La désorption de lhémoglobine nest donc possible que si les 
charges positives de la protéine en interaction avec la silice disparaissent, léchange dions nétant 
pas efficace. Les interactions électrostatiques entre hémoglobine et silice jouent donc un rôle très 
important dans ladsorption de la protéine et peuvent piloter sa désorption. 
Le temps de contact pour la désorption peut être réduit à 1h et permet de désorber 85 à 90% de 
lhémoglobine. Pour éviter tout choc de pH lors du changement de conditions entre adsorption et 
désorption, une mesure complémentaire de désorption a été réalisée non pas par ajout direct du 
tampon Tris-HCl mais par dialyse, ce qui permet un changement de pH beaucoup plus progressif. Un 
changement progressif du pH de la solution jusquà pH 8,7 est donc suffisant pour permettre la 
désorption de 82% de  lhémoglobine adsorbée. La désorption de la myoglobine des NP de silice 7 nm 
est obtenue dans les mêmes conditions.  
Désorber lhémoglobine et la myoglobine des NP de silice dans des conditions douces permet 
détudier la structure et lactivité des protéines désorbées (voir chap. 5 et chap. 7). Les analyses 
réalisées sur la protéine adsorbée peuvent être complétées par celles sur la protéine désorbée, 
directement à pH 9 ou après dialyse en tampon Phosphate à pH 7,4 pour revenir à des conditions 
identiques.  
Dans cette étude, le facteur temps napparaît pas car nous travaillons sur un système à léquilibre 
(voir §1) : le temps de contact initial entre protéines et nanoparticules puis le temps dagitation dans 
les conditions de désorption sont suffisamment longs pour permettre au système datteindre un état 
déquilibre. Cependant, plusieurs études ont analysé la désorption de protéines dune surface à des 
temps intermédiaires et montrent que la quantité de protéine désorbée dépend du temps de contact 
initial entre protéine et surface : plus ce temps de contact est long (quelques minutes à quelques 
heures), plus la quantité de protéine désorbée est faible (44, 45), jusquà rejoindre un système où 
ladsorption est irréversible par dilution, comme nous lavons observé avec lhémoglobine et la 
myoglobine à des temps longs. Ces observations font apparaître la notion de dynamique de 
ladsorption, autrement dit létat de la protéine adsorbée évolue au cours du temps, ce qui diminue 
dautant sa capacité à se désorber de la surface  (45). Un des modèles proposés est celui dune 
adsorption initiale rapide et réversible de la protéine, suivie par une phase plus lente de 
changements conformationnels de la protéine adsorbée qui conduit à une adsorption irréversible (il 
sagit ici dun modèle qualitatif) (46-48).  
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Thermodynamiquement, cela représente une optimisation des interactions entre protéine et surface 
par une relaxation de la protéine sur la surface. Cette évolution de la structure de la protéine et la 
modification de létat énergétique du système conduit à une adsorption irréversible. Le processus 
dadsorption des protéines sur une surface a été étudié pour de nombreux systèmes et semble bien 
représenter les cas où ladsorption des protéines sur une surface est irréversible. La structure de la 
myoglobine et de lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice est étudiée dans le chapitre 5, afin de 
déterminer si ladsorption irréversible de la protéine saccompagne dune modification de structure 
et quelle est la structure de la protéine après désorption. 
Ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur la silice montre dune part que les interactions 
électrostatiques jouent un rôle important lors de ladsorption et agissent probablement dans une 
étape précoce de ladsorption des protéines, et dautre part que ladsorption est irréversible par 
dilution aux temps longs. Pour étudier directement les mécanismes dadsorption, lapproche 
thermodynamique peut être informative car les variations dénergie mesurées au cours de 
ladsorption reflètent les processus à luvre. 
5. Energie dadsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de 
silice 
Pour élucider les mécanismes dadsorption des protéines sur les nanoparticules, il est nécessaire de 
connaître les paramètres thermodynamiques de ladsorption, cest-à-dire la variation dénergie de 
Gibbs $Gads, la contribution enthalpique $Hads, la contribution entropique -T. $Sads et la constante 
déquilibre associée K (eq. 10).  
Il est utile dexprimer la réaction dadsorption sous une forme qui fait apparaître les molécules deau 
initialement adsorbées sur la surface (eq. 9) car la désolvatation de la surface par la protéine peut 
contribuer à la variation denthalpie et dentropie du système (eq. 11, 12). ܯܾ௦௢௟௨௧௜௢௡ ൅ ܪଶܱ௔ௗ௦௢௥௕±௘ ൌ ܯܾ௔ௗ௦௢௥௕±௘ ൅ ܪଶܱ௦௢௟௨௧௜௢௡  (eq. 9) οܩ௔ௗ௦ ൌ οܪ௔ௗ௦ െ ܶ ή οܵ௔ௗ௦     (eq. 10) οܪ௔ௗ௦ ൌ οܪ௣௥௢௧±௜௡௘ ൅ οܪ௘௔௨       (eq. 11) οܵ௔ௗ௦ ൌ οܵ௣௥௢௧±௜௡௘ ൅ οܵ௘௔௨           (eq. 12) 
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Sans être exhaustif, les principales contributions enthalpiques et entropiques associées à ladsorption 
peuvent être décrites ainsi (37, 46, 49) : 
i) Réaction exothermique = contribution enthalpique favorable ($Hads < 0) : par formation 
de nouvelles liaisons, liaisons hydrogène ou  interactions coulombiennes entre protéine 
et surface, par interaction spécifique 
ii) Réaction endothermique = contribution enthalpique défavorable ($Hads > 0) : par rupture 
de liaisons hydrogène intramoléculaires si la protéine adsorbée perd une partie de sa 
structure 
iii) Gain dentropie = contribution entropique favorable (-T.$Sads < 0) : par déstructuration 
de la protéine, par libération de molécules deau (interaction hydrophobe) 
iv) Perte dentropie = contribution entropique défavorable (-T.$Sads > 0) : par formation de 
complexes, par immobilisation des chaînes latérales des résidus, par immobilisation de 
molécules deau 
De plus, une compensation peut avoir lieu entre variation dentropie et variation denthalpie (eq. 
10) : un gain dentropie peut par exemple compenser une réaction dadsorption endothermique (37). 
Pour déterminer les paramètres thermodynamiques de ladsorption sur les NP de silice, la variation 
de chaleur lors de ladsorption de la myoglobine sur les NP a été mesurée par ITC. Le système 
myoglobine-NP de silice 7 nm a été choisi comme modèle pour cette étude. La représentation 
habituelle des données ITC est celle de la variation de chaleur normalisée à la quantité de protéine 
en fonction du rapport des concentrations molaires protéine-ligand. Le traitement des données a 
donc été adapté à ladsorption dune protéine sur une surface et la variation de chaleur est exprimée 
en fonction du rapport entre concentration en myoglobine totale et masse de nanoparticules (voir 
chap. 2, §4.2).  
La mesure est réalisée en ajoutant une quantité croissante de myoglobine à une solution contenant 
une quantité fixe de nanoparticules, de façon à adsorber la myoglobine jusquà saturation de la 
surface (voir chap. 2, Fig. 2-3). Les effets de dilution de la myoglobine et des nanoparticules dans une 
solution tampon ont préalablement été mesurés et soustraits : les variations de chaleur sont donc 
bien celles du système Mb-NP (Fig. 4-15a). 
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Figure 4-15. Adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice 7 nm en 
tampon Phosphate à pH 7,4 : (a) variation de chaleur du système mesurée par ITC 
( ) et modèle de fixation SSIS, (b) isotherme dadsorption ( ) et modèle de 
Langmuir.  
Un dégagement de chaleur est mesuré pour une quantité croissante de myoglobine adsorbée jusquà 
CMb/mNP ! 20 mM/g, puis le système reste stable sans variation de chaleur quelle que soit la quantité 
de myoglobine ajoutée. Ladsorption de la myoglobine sur les NP de silice 7 nm est donc 
exothermique et saccompagne dun dégagement de chaleur jusquà saturation de la surface. La 
mesure ne montre pas de variation de chaleur après saturation, qui aurait pu être mesurée si une 
seconde couche de myoglobine sadsorbait sur la première.  
Il est intéressant de remarquer que la mesure en microcalorimétrie et lisotherme dadsorption, 
lorsquelles sont mises en parallèle, dessinent la même évolution correspondant à ladsorption dune 
monocouche de la myoglobine sur la silice (Fig. 4-15b).  
Pour déterminer les paramètres thermodynamiques de ladsorption à partir de la variation de 
chaleur mesurée, il est nécessaire dappliquer un modèle de fixation. Le modèle de fixation SSIS pour 
un seul type de sites (Single Set of Identical Sites, voir chap. 2, §4.2, eq. 6 et 7) a été appliqué aux 
données et montre un bon accord avec les données (Fig. 4-15a). Il permet de calculer la variation 
denthalpie $Hads, le nombre de sites de fixation n et la constante dassociation Ka (tableau 4-7).  
Le nombre de sites de fixation correspond à la quantité de myoglobine adsorbée à saturation, soit 
0,29 mg/m² calculé par microcalorimétrie, ce qui est très proche de la valeur de 0,30 mg/m² 
déterminée par le modèle de Langmuir. Les variations dénergie de Gibbs et dentropie sont calculées 
suivant la relation de Gibbs-Helmholtz (eq. 10).  
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Paramètres thermodynamiques Signification 
$G
ads
 (kJ/mol) -27,1 Adsorption favorable 
$H
ads
 (kJ/mol) -16,1 
Adsorption exothermique  
Contribution enthalpique favorable (60%) 
T.$S
ads
 (kJ/mol) 11,0 
Gain dentropie 
Contribution entropique favorable  (40%) 
K
a
  (M
-1
) 5,7.10
4
 
 
Tableau 4-7. Paramètres thermodynamiques de ladsorption de la myoglobine sur 
les nanoparticules de silice 7 nm en tampon Phosphate à pH 7,4 calculés en 
appliquant le modèle de fixation SSIS aux données de microcalorimétrie  
Les contributions enthalpique et entropique sont de -16,1 kJ/mol et de -11,0 kJ/mol respectivement, 
soit une contribution enthalpique et entropique favorables à ladsorption de la myoglobine sur les NP 
de silice et dimportance équivalente. Ces résultats sont comparés à certaines valeurs publiées dans 
la littérature pour dautres systèmes protéine/nanoparticule (Fig. 4-16).  
 
Figure 4-16. Contributions enthalpique  "Hads (en vert) et entropique -T."Sads (en 
jaune) à ladsorption des protéines sur les nanoparticules et valeurs de "Gads pour 
chaque système. Les contributions positives sont défavorables à ladsorption, les 
contributions négatives sont favorables à ladsorption. (a : sérum albumine sur NP 
ZnO avec polyethyleneimine (38), b : cytochrome c, chymotrypsine et histone sur NP 
dor avec chaînes carbonées et glycine (37), c : lysozyme sur NP polystyrène (50)) 
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Ladsorption de la myoglobine sur les NP de silice est comparable du point de vue thermodynamique 
à celle dautres oxydes, par exemple ladsorption de la sérum albumine sur les NP doxyde de zinc 
(38). La valeur de &Gads est similaire et les contributions enthalpique et entropique sont toutes deux 
favorables à ladsorption et dimportance équivalente. Dautres systèmes ont au contraire un 
comportement très différent du point de vue thermodynamique avec des variations denthalpie et 
dentropie lors de ladsorption bien plus importantes. Cest le cas de ladsorption du cytochrome c et 
des histones sur les NP dor fonctionnalisées (37) et du lysozyme sur les NP de polystyrène (50). De 
plus, ils présentent une variation denthalpie défavorable à ladsorption, compensée par une forte 
augmentation de lentropie du système. Un phénomène opposé est observé pour ladsorption de la 
chymotrypsine sur les NP dor fonctionnalisées (37), où seule la contribution enthalpique permet 
ladsorption.  
Il semble quon puisse séparer dune part ladsorption des protéines sur les oxydes (SiO2, ZnO) qui 
présentent des caractéristiques thermodynamiques communes, et dautre part ladsorption des 
protéines sur les surfaces hydrophobes ou fonctionnalisées (polymère par exemple) qui ont leurs 
propres spécificités. Une hypothèse peut être une adsorption non spécifique des protéines sur les 
surfaces doxydes qui met en jeu des variations thermodynamiques relativement modérées, et une 
adsorption plus spécifique sur les nanoparticules fonctionnalisées avec de plus grandes variations des 
paramètres thermodynamiques de ladsorption qui dépend de chaque système. 
Pour donner un sens aux valeurs de &Hads et &Sads dadsorption de la myoglobine sur les NP de silice, il 
est possible de les comparer aux paramètres thermodynamiques de dénaturation de la myoglobine 
en solution : &Hd(62°C) = 409 kJ/mol et -T.&Sd(62°C) = -409 kJ/mol (51).  
 25°C 62°C 
&Hd    (kJ/mol)  131 409 
-T.&Sd    (kJ/mol)* -143 -409 
Tableau 4-8. Paramètres thermodynamiques de dénaturation mesurés à 62°C et 
calculés à 25°C pour comparaison, daprès (51)  
Des différences importantes sont observées entre adsorption et dénaturation : la dénaturation est 
endothermique tandis que ladsorption est exothermique, et les variations denthalpie et dentropie 
sont un ordre de grandeur supérieures pour la dénaturation comparée à ladsorption. Les deux 
processus sont donc très différents, que ce soit en termes dinteractions ($H) ou de perte de 
structure ($S), et il nest pas possible de faire une analogie entre adsorption et dénaturation.  
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Les données de microcalorimétrie permettent également de calculer la constante dadsorption Kads 
de la myoglobine sur les NP de silice (ou constante dassociation Ka si lon se réfère à un schéma 
protéine-ligand). Deux mesures très différentes, la microcalorimétrie ITC et les isothermes 
dadsorption mesurée par spectroscopie UV-visible, associées au modèle SSIS dune part et au 
modèle de Langmuir dautre part, permettent donc de calculer le même paramètre Kads (tableau 4-9). 
La constante de dissociation Kd = 1/Ka est également indiquée car couramment employée pour 
exprimer laffinité dune protéine pour un ligand, même sil sagit ici dune surface.  
Constante Modèle SSIS Modèle de Langmuir 
Kads  (M
-1) 5,7.104 4,4.104 
Kd  (µM) 18 µM 23 µM 
m (mg/m²) 0,29 0,30 
Tableau 4-9. Comparaison de la quantité de myoglobine adsorbée m, des 
constantes dadsorption Kads et de dissociation Kd calculées à laide du modèle de 
fixation SSIS en microcalorimétrie et du modèle de Langmuir pour les isothermes 
Les deux approches, par mesure du dégagement de chaleur et par mesure de la quantité de protéine 
adsorbée, donnent donc un résultat similaire à la fois pour la constante dadsorption (à lincertitude 
près) et pour la quantité de protéine adsorbée. La concordance entre le modèle de Langmuir et le 
modèle SSIS montre que chacun de ces deux modèles représente bien ladsorption de la myoglobine 
sur les NP de silice.  
La constante dadsorption de la myoglobine qui est de lordre de 5.104 M-1 est moyenne comparée à 
celle dautres systèmes protéine-NP (37, 38). De grandes différences sont également rapportées dans 
la littérature en fonction du système : la constante dadsorption varie de 2,6.104 M-1 pour la BSA sur 
les NP doxyde de zinc (38) à 6,0.107 M-1 pour les histones sur les NP dor (37). Par comparaison, la 
constante dassociation de lhème à la myoglobine est de 3.1014 M-1 (52). Les valeurs de Kads sont 
également cohérentes avec un schéma dadsorption plutôt non spécifique des protéines sur les NP 
doxydes et plus spécifique pour ladsorption des protéines sur les NP fonctionnalisées et souligne les 
différences qui peuvent exister entre différents systèmes protéine-NP. 
Les valeurs des constantes dadsorption ne sont pas très élevées, or ladsorption des protéines est 
irréversible par dilution. Ladsorption irréversible des protéines peut être expliquée par la formation 
de plusieurs points dancrage de la protéine avec la surface. Le processus de désorption peut alors 
être vu comme un phénomène cinétique : il faut une succession dévènements de désorption qui 
sont individuellement possibles (un point dancrage peut disparaître) mais qui ont une très faible 
probabilité de se produire simultanément.  
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6. Echelle daffinité des protéines pour les nanoparticules de silice 
Létude de ladsorption des protéines réalisée jusquici sappliquait à une protéine purifiée mise en 
contact avec les nanoparticules de silice dans une solution tampon. Ces mesures permettent une 
étude approfondie des mécanismes dadsorption dune protéine et ont montré quil existait des 
différences daffinité entre myoglobine, hémoglobine, apomyoglobine et sérum albumine pour une 
surface de silice. Certaines protéines bactériennes ont également été identifiées comme ayant une 
plus forte affinité pour des surfaces de silice (53). Cependant, ladsorption à partir dune solution 
contenant différentes protéines et la mise en compétition pour ladsorption de protéines ayant des 
affinités différentes na pas été étudiée. Or en situation réelle dexposition, lorsque les 
nanoparticules sont en contact avec le milieu biologique, de nombreuses protéines sadsorbent à la 
surface des nanoparticules. La composition de la couronne de protéine adsorbée est de plus 
différente de celle du milieu environnant (54) : certaines protéines sont enrichies et dautres 
appauvries à la surface des nanoparticules, sans que les déterminants à lorigine de la différence 
daffinité des protéines pour la surface ne soient clairement identifiés. Pour étudier les différences 
daffinité entre protéine et surtout en comprendre les déterminants, un nombre plus important de 
protéines dont on pourra comparer les caractéristiques est nécessaire. 
Pour mieux comprendre les mécanismes dadsorption des protéines à partir dun milieu complexe, 
les effets daffinité et de compétition ont été séparés. Nous avons vu à partir de 4 protéines modèles 
que des différences daffinité pour la surface de silice pouvaient être observées. Un effet de 
compétition entre deux protéines modèles daffinité différente pour les NP de silice, lhémoglobine 
et la BSA, a été testé. Daprès la théorie de Vroman, la différence daffinité devrait conduire à la 
désorption de la protéine de plus faible affinité (la BSA) par la protéine de plus forte affinité 
(lhémoglobine) (55). La sérum albumine est adsorbée seule sur les NP puis lhémoglobine est 
ajoutée à la solution. Le déplacement de la sérum albumine par lhémoglobine est ensuite mesuré.  
Un système totalement différent contenant plusieurs centaines de protéines analysables a ensuite 
été utilisé : il sagit dun extrait cellulaire de levure. Les NP de silice ont été directement mises en 
contact avec lextrait cellulaire et les compositions en protéines de la couronne de protéines 
adsorbée et du surnageant ont été mesurées par électrophorèse bidimensionnelle et comparées à 
celle de lextrait total. Pour nous affranchir des effets de compétition, la concentration en NP a été 
ajustée pour se trouver « à mi-chemin » de lisotherme dadsorption : la surface nest donc pas 
saturée par les protéines. Les différences de composition entre protéines adsorbées et surnageant 
nous permettront didentifier quelles protéines sont enrichies ou appauvries à la surface des NP et 
donc de déterminer laffinité dun grand nombre de protéines pour une surface de silice. 
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6.1 Compétition entre hémoglobine et sérum albumine 
Nous avons étudié le cas simple dune compétition entre une protéine initialement adsorbée, la 
sérum albumine bovine, qui est couramment utilisée pour passiver des surfaces, et une seconde 
protéine susceptible de sadsorber à son tour et de plus grande affinité, lhémoglobine. Lisotherme 
dadsorption de lhémoglobine sur les NP de silice a été mesurée pour différentes concentrations 
initiales en BSA jusquà une concentration identique en BSA et en hémoglobine de 50 µM (Fig. 4-17). 
 
Figure 4-17. Isothermes dadsorption de lhémoglobine sur les NP de silice 20 nm 
en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 pour différentes concentrations initiales 
en BSA : 0 ( ), 10 µM ( ) et 50 µM ( ) ; modèle de Langmuir (en noir). Les NP sont  
mises en contact avec la BSA puis lhémoglobine est ajoutée à la solution 
contenant BSA et NP (CNP = 4,5 mg/mL) 
La quantité dhémoglobine adsorbée diminue fortement lorsque la BSA est initialement adsorbée sur 
les NP de silice. Lorsque la surface est saturée par la BSA (CBSA = 50 µM), la quantité dhémoglobine 
adsorbée est divisée par 20 et devient quasi nulle (mads = 0,02 mg/m²). Ces résultats montrent dune 
part que lhémoglobine ne peut pas déplacer la BSA initialement adsorbée par effet Vroman, bien 
que son affinité soit supérieure, dautre part que lhémoglobine ne peut pas sadsorber en seconde 
couronne sur la BSA via des interactions protéine-protéine. 
De plus, la quantité totale de protéine adsorbée est légèrement supérieure en présence de BSA (mads 
= 0,42 mg/m²) et indépendante des proportions respectives de BSA et dhémoglobine adsorbées (Fig. 
4-18). Cela confirme labsence dadsorption en seconde couronne et montre que loccupation de la 
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surface est identique pour les deux protéines, sans que lon puisse trancher entre une adsorption 
non spécifique ou un même site dadsorption.  
 
Figure 4-18. Quantités dhémoglobine (en rouge) et de BSA (en vert) adsorbées sur 
les NP de silice 20 nm en fonction de la concentration initiale en BSA. La quantité 
totale de protéine adsorbée (Hb+BSA) est indiquée pour chaque concentration. 
Lorsque les nanoparticules sont mises en contact avec un milieu biologique contenant une grande 
variété de protéines, une distinction est souvent faite dans la littérature entre couronne de protéine 
« dure » et « molle » (hard corona, soft corona) (56, 57). La première couronne de protéines est 
adsorbée de façon irréversible tandis quune couche de protéines plus faiblement adsorbées à la 
surface est le siège dun plus grand nombre déchanges et dinteractions avec le milieu environnant. 
Dans notre expérience, seule une couche de BSA adsorbée de façon irréversible est identifiée et 
lhémoglobine ne forme pas de seconde couronne. Il est possible que seules les protéines qui 
développent des interactions spécifiques avec les protéines adsorbées en première couronne 
puissent sadsorber en seconde couronne. Létude dun système comportant une plus grande variété 
de protéines est proposée pour mieux comprendre ce type dorganisation. 
6.2 Adsorption de protéines à partir dun extrait cellulaire de levure  
Les nanoparticules de silice 20 nm sont mises en contact avec un extrait cellulaire de levure. 
Ladsorption des protéines sur les NP est suivie tout dabord pour lensemble des protéines de 
lextrait par la mesure de lisotherme dadsorption des protéines marquées au 35S sur les NP, puis les 
protéines présentes dans la corona et dans le surnageant sont identifiées et leur abondance 
quantifiée par électrophorèse à 2 dimensions et autoradiographie en collaboration avec le 
Laboratoire de Biologie Intégrative au CEA (voir chap. 2, §4.4). Jai analysé les caractéristiques des 
protéines enrichies à la surface des NP et dans le surnageant à laide doutils statistiques, Christelle 
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Mathé a réalisé les études de protéomique lors de son postdoctorat et les développements en 
analyse structurale et en dynamique moléculaire ont été réalisés par Jean-Christophe Aude et Yves 
Boulard.  
Lisotherme dadsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice a été mesurée en 
tampon PBS à pH 7,4 (Fig. 4-19).  
 
Figure 4-19. Isotherme dadsorption des protéines de levure sur les nanoparticules 
de silice 20 nm en tampon PBS à pH 7,4 à partir dun extrait cellulaire de levure 
(CNP = 5 mg/mL) 
Le principe de la mesure est identique à celui des isothermes dadsorption réalisées sur les protéines 
modèle isolées, seul le mode de détection change : pour mesurer la concentration en protéine 
adsorbée et libre, les protéines de levure ont été marquées au 35S et leur concentration est mesurée 
par scintillation liquide (voir chap. 2, §4.4). Lisotherme dadsorption des protéines de levure sur les 
NP de silice a une forme très semblable à celles des protéines isolées (par exemple, fig. 4-17). De 
plus, le modèle de Langmuir sajuste bien aux données, ce qui est surprenant car avec un très grand 
nombre de protéines différentes présentes susceptibles dinteragir entre elles, le système sécarte 
dautant plus du cas idéal de ladsorption de molécules de gaz sur une surface représenté par le 
modèle (voir §2).  
La quantité de protéine adsorbée à saturation est de 1,2 mg/m², ce qui est deux fois plus élevé que la 
quantité de BSA adsorbée dans les mêmes conditions (tampon PBS à pH 7,4) et trois fois plus élevé 
que la quantité de myoglobine ou dhémoglobine adsorbée dans des conditions proches (tampon 
Phosphate à pH 7,4).  
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Pour expliquer cette différence, plusieurs hypothèses peuvent être proposées :  
- lagencement des protéines adsorbées sur la surface peut être plus compact que lors de 
ladsorption dune seule protéine, grâce aux différences de taille entre protéines, et peut-
être grâce à des interactions latérales entre protéines adsorbées ; 
- loccupation dun plus grand nombre de sites de fixation qui ne seraient pas propice à 
ladsorption de la BSA ou de la myoglobine, dans ce cas plus de la moitié de la surface des NP 
serait de fait inoccupée lors de ladsorption de la BSA, de la myoglobine et de lhémoglobine, 
et le serait aussi lors de ladsorption conjointe de la BSA et de lhémoglobine, ce qui parait 
peu probable, du moins à une telle échelle ; 
- ladsorption de nombreuses protéines oligomériques ou ladsorption multicouche des 
protéines de levure, avec une première couronne de protéines adsorbées directement sur la 
surface et une seconde couronne de protéines liées aux premières par des interactions 
protéine-protéine. Limiter ladsorption à une à deux couches de protéines pourrait expliquer 
que le modèle de Langmuir puisse tout de même sappliquer. 
Cette dernière hypothèse rejoindrait limage dune couronne « dure » et « molle » lors de 
ladsorption de protéines sur des NP à partir dun milieu biologique développée dans la littérature 
(56, 57). Identifier les protéines adsorbées pourra permettre didentifier des partenaires privilégiés 
pour des interactions protéine-protéine qui sajouteraient aux interactions protéine-surface.  
6.3 Identification des protéines de levure adsorbées et non adsorbées  
Le génome de la levure est composé denviron 6000 gènes, ce qui correspond à 3000 à 4000 
protéines exprimées en fonction des conditions. Plusieurs milliers de protéines sont ainsi présentes 
dans lextrait cellulaire. Lorsque les nanoparticules de silice sont mises en contact avec lextrait 
cellulaire, plusieurs milliers de protéines peuvent sadsorber sur les NP. Il est donc nécessaire de 
disposer dune technique adéquate pour identifier les protéines qui interagissent avec les 
nanoparticules. Par électrophorèse à 2 dimensions, 100 à 300 protéines de lextrait peuvent être 
visualisées sur un gel. Les 100 protéines les plus abondantes ont été préalablement identifiées par 
différentes techniques, comme la spectrométrie de masse, et peuvent être analysées de façon 
quantitative. Cest donc cette carte dune centaine protéines qui servira de base de travail pour 
identifier les protéines adsorbées et non adsorbées sur les NP de silice (Fig. 4-22A).  
La principale limitation de cette méthode est lexclusion des protéines non solubles. Au final, seule 
une fraction du protéome est identifiée sur la carte 2D. La spectrométrie de masse peut permettre 
danalyser un plus grand nombre de protéines, mais cela reste encore limité comparé à la taille du 
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protéome. Cette analyse exclut les protéines les plus grandes, les plus petites et les plus basiques, 
ainsi que les protéines membranaires, qui pourraient être des cibles privilégiées dinteraction lors 
dun contact avec les NP à lextérieur de la cellule. 
Pour saffranchir dun effet de compétition entre protéines de lextrait et identifier les seuls effets 
daffinité des protéines sur la surface, le rapport de concentration entre protéines de lextrait (1 
mg/mL) et NP (5 mg/mL) ne permet pas la saturation de la surface des NP (voir chap. 2, §4.4). Dans 
ces conditions, 37 % de protéines de lextrait sont adsorbées et 63 % sont non adsorbées.  
Les cartes 2D présentées sont celles : 1) de lextrait total, 2) des protéines adsorbées, 3) des 
protéines non adsorbées et 4) la superposition des cartes 2D des protéines adsorbées et  non 
adsorbées, qui doivent reproduire la carte de lextrait total si aucune perte de matériel ne sest 
produite au cours de lexpérience (Fig. 4-20). Pour plus de clarté, seule une région de la carte 2D est 
représentée en encart pour les protéines adsorbées, non adsorbées et la superposition. Lattribution 
de lensemble des protéines adsorbées et non adsorbées est reportée sur la carte de lextrait total, 
en gras pour les protéines adsorbées et en caractère normal pour les protéines non adsorbées. 
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Figure 4-20. Autoradiographie des électrophorèses à 2 dimensions des protéines 
de levure marquées au 
35
S. A, carte de référence de lextrait - les protéines 
adsorbées sont identifiées en gras et les non adsorbées en caractère standard. 
Zoom sur lencadré : B, extrait total, C, protéines adsorbées, D, protéines non 
adsorbées, E, superposition des cartes des protéines adsorbées et non adsorbées. 
La première observation est une signature très différente entre protéines adsorbées et non 
adsorbées par rapport à lextrait total : la composition de la couronne et par différence de la solution 
diffèrent de la composition initiale de lextrait, certaines protéines sont présentes uniquement dans 
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la couronne tandis que dautres sont présentes uniquement dans la solution. Par exemple, sur la 
région encadrée de la carte 2D, la sous-unité ribosomique 40S (Rps0a) nest visible que sur la carte 
des protéines adsorbées, tandis que la peroxyredoxine (Ahp1) napparaît que sur celle des protéines 
non adsorbées. Dautres protéines ont un comportement intermédiaire et apparaissent sur les deux 
cartes avec une intensité équivalente : elles sont donc présentes en quantités équivalentes dans la 
couronne et libres en solution. Enfin, la superposition des cartes 2D des protéines adsorbées et non 
adsorbées reproduit bien la carte de lextrait total, il ny a donc pas dartefact lié à la perte de 
protéines au cours des manipulations.  
Il y a donc un net effet de sélection des protéines lors de leur adsorption par enrichissement ou par 
appauvrissement à la surface de la silice par rapport à lextrait initial. Les différences daffinité entre 
protéines pour la surface de silice sont donc importantes et ne se limitent pas à quelques cas 
particuliers, telle que la protéine bactérienne identifiée dans une autre étude (53). De plus, si 
certaines protéines ont une plus grande affinité pour la surface de silice, dautres semblent ne 
montrer aucune affinité pour la surface, voire une résistance à ladsorption puisquelles ne sont pas 
ou très peu présentes dans la couronne alors quil ny a pas deffet de compétition dans cette 
expérience. La non adsorption de certaines protéines ouvre des perspectives intéressantes : non 
seulement certaines caractéristiques des protéines doivent favoriser leur adsorption mais peuvent 
également fortement défavoriser leur adsorption sur la surface de silice. 
Pour classer et quantifier laffinité des protéines pour la surface de silice, nous avons quantifié leur 
enrichissement ou leur appauvrissement dans la couronne par rapport à lextrait total (voir chap. 2, 
§4.4). Un seuil denrichissement ou dappauvrissement de 1,5 a été choisi pour séparer les protéines 
en trois groupes : protéines adsorbées (enrichies dans la couronne), protéines non adsorbées 
(appauvries dans la couronne) et protéines intermédiaires (présentes dans la couronne et dans la 
solution en quantité équivalente) (tableau 4-10). Cette distinction est nécessaire pour analyser 
ensuite les caractéristiques des protéines les plus fortement enrichies dune part et appauvries 
dautre part et identifier les critères qui peuvent expliquer les différences daffinité entre protéines 
pour la surface de silice.  
Au total, sur 101 protéines analysées quantitativement, 31 protéines sont enrichies à la surface de la 
silice lors de ladsorption, 46 protéines sont plutôt résistantes à ladsorption et 24 protéines ont un 
comportement intermédiaire (tableau 4-10). Ces groupes sont suffisamment importants pour 
permettre une analyse statistique comparative des caractéristiques physico-chimiques des protéines.  
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Tableau 4-10. Identification des protéines de levure préférentiellement adsorbées 
et non adsorbées sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon PBS à pH 7,4. Le 
ratio est le facteur denrichissement entre protéines adsorbées et protéines non 
adsorbées (ORF = Open Reading Frame number, f = fragment) 
Lenrichissement le plus important est observé pour la glycine-ARNt ligase (Grs1) avec un facteur 11 
entre protéine adsorbée et non adsorbée, et le plus faible pour la protéine 14 impliquée dans 
132 
 
lautophagie (Vma2) avec un facteur de 1,5. Il existe donc une certaine disparité au sein même du 
groupe des protéines adsorbées où certaines protéines ont une plus grande affinité que dautres 
pour la surface des NP de silice. Lappauvrissement le plus important est celui de la superoxide 
dismutase à Cu-Zn (Sod1) avec un facteur dappauvrissement de 5 et le plus faible est celui de la '-
glucanase (Bgl2) avec un facteur dappauvrissement de 1,5.  
Lidentification des protéines adsorbées est aussi riche en informations : elle permet de cibler les 
protéines qui sadsorbent sur les nanoparticules de silice en conditions « réelles » dexposition à 
partir dun milieu biologique complexe contenant des milliers de protéines et autres molécules. Les 
protéines identifiées peuvent alors être analysées plus spécifiquement, par exemple à laide des 
outils développés pour létude de ladsorption de lhémoglobine et de la myoglobine.  
Parmi les 31 protéines adsorbées identifiées, les protéines impliquées dans le cycle de vie des 
protéines sont largement surreprésentées (22 protéines) avec 14 protéines impliquées dans la 
traduction, 6 protéines chaperonnes (HSP) et 2 protéines impliquées dans la dégradation des 
protéines. Les autres protéines adsorbées ont des fonctions variées : 3 oxydoréductases, 3 
transférases, 2 hydrolases et une lyase (Fig. 4-21). 
 
Figure 4-21. Principales fonctions des protéines de levure adsorbées sur les NP de 
silice 20 nm (le nombre de protéines est indiqué pour chaque fonction) : les 
protéines impliquées dans le cycle de vie des protéines, et notamment dans la 
traduction, sont largement surreprésentées. 
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Les enzymes adsorbées constituent une cible de choix pour étudier les modifications dactivité des 
protéines adsorbées sur les NP. La plupart des études dactivité de protéines adsorbées sur les NP 
sont basées sur un système modèle choisi arbitrairement, par exemple lhémoglobine dans notre 
étude ou le lysozyme et la chymotrypsine qui sont parmi les enzymes les plus étudiées dans la 
littérature (50, 58-62). Identifier les protéines qui seraient probablement adsorbées en conditions 
réelles dexposition et tester leur activité est beaucoup plus pertinent du point de vue toxicologique. 
Cela ouvre également la voie à des tests dactivité enzymatique réalisés en milieu complexe en 
présence dune couronne complète de protéines adsorbées.  
Parmi les enzymes adsorbées sur les NP de silice, lallantoinase (Dal1) qui est impliquée dans le 
métabolisme de lazote chez de très nombreux organismes (bactérie, levure, plantes, mammifères) et 
dont lactivité enzymatique pourrait être relativement facile à mesurer avec un seul substrat 
(lallantoine) et un seul produit (lallantoate) pourrait être un bon candidat. La superoxide dismutase 
constitue un cas particulier car la forme Mn est adsorbée tandis que la forme Cu-Zn nest pas 
adsorbée, un changement de comportement en fonction de la nature du métal qui est parfaitement 
visible sur les cartes 2D, sans quon puisse pour linstant lexpliquer. 
Plusieurs protéines chaperonnes ont été identifiées parmi les protéines adsorbées. Ce sont toutes 
des HSP (Heat Shock Protein), protéines de stress impliquées dans le repliement des protéines 
dénaturées. Or les protéines adsorbées sur une surface sont susceptibles de subir différentes 
modifications et peuvent perdre une partie de leur structure (40, 63-65), et la quantité de protéines 
adsorbées sur les NP de silice nous indiquerait aussi une adsorption de certaines protéines de levure 
en seconde couronne. Il est possible quune première couronne de protéine soit adsorbée avec une 
forte affinité et que les chaperonnes reconnaissent les protéines adsorbées dont la structure est 
modifiée. Les protéines partiellement dépliées sur la surface joueraient alors le rôle « dhameçons » 
pour les chaperonnes. Une étude est en cours au laboratoire pour étudier les relations entre NP de 
silice, protéine dénaturée et protéines chaperonnes. Elle permettra notamment de tester 
lhypothèse de reconnaissance des protéines adsorbées partiellement dénaturées par les 
chaperonnes. 
7. Critères structuraux dadsorption des protéines de levure sur les 
nanoparticules de silice 
Identifier un grand nombre de protéines de levure adsorbées et non adsorbées sur les NP de silice 
permet de comparer leurs caractéristiques - composition en acides aminés, structure et dynamique - 
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pour identifier les déterminants physico-chimiques de laffinité et donc de ladsorption des protéines 
sur une surface de silice. Le premier critère de comparaison et le plus simple à observer est la masse 
et la charge globale par migration en électrophorèse 2D des protéines adsorbées et non adsorbées. 
Les cartes 2D obtenues, dans les limites connues de la méthode où les protéines qui ont les masses 
et les points isoélectriques les plus extrêmes ne sont pas représentées, sont relativement homogènes 
aussi bien pour les protéines adsorbées que non adsorbées et ne montrent pas de tendance 
particulière en terme de masse ou de point isoélectrique (Fig. 4-22).  
7.1 Analyse statistique de la séquence primaire 
Une première analyse à partir de la séquence primaire des protéines adsorbées et non adsorbées a 
été réalisée à laide du programme Profeat (66) : 432 critères (ou descripteurs) sont calculés pour 
chaque protéine, puis moyennés pour lensemble des protéines adsorbées dune part, non adsorbées 
dautre part. Chaque critère est ensuite analysé pour déterminer sil présente une différence 
significative entre protéines adsorbées et non adsorbées. Une première analyse qualitative peut être 
réalisée en comparant directement la différence mesurée pour chaque critère (Fig. 4-22). 
 
Figure 4-22. Ecart entre la valeur moyenne de chacun des 432 critères testés par le 
programme Profeat (66) entre protéines de levure adsorbées et non adsorbées 
(%). La différence est exprimée en valeur absolue et reflète aussi bien un 
enrichissement quun appauvrissement dans les protéines adsorbées par rapport 
aux non adsorbées. Quelques exemples de critères différents (en rouge) et 
semblables (en vert) entre les deux groupes sont donnés.  
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Les critères qui sortent du « bruit de fond », cest-à-dire de la différence moyenne de lensemble des 
critères, indiquent une différence importante sur un critère donné entre protéines adsorbées et non 
adsorbées. Par exemple, le nombre de charges positives, mais aussi le nombre de charges négatives, 
la polarité et lhydrophobicité pourraient être représentatifs de caractéristiques différentes entre 
protéines adsorbées et non adsorbées, ce qui nest pas le cas de la charge globale de la protéine (pI 
estimé) ni de sa masse. La même analyse a été réalisée à partir des protéines réparties aléatoirement 
en deux groupes : les critères identifiés ne réapparaissent pas pour des groupes aléatoires. De plus, 
pour ne pas biaiser lanalyse, lorsque plusieurs protéines de la même famille étaient représentées 
dans un même groupe (par exemple, deux protéines chaperonnes très proches), une seule était prise 
en compte dans lanalyse.  
Parmi les 432 critères analysés par Profeat, de nombreux critères sont redondants ou 
interdépendants, le même critère peut également être calculé à laide de différentes méthodes : le 
critère hydrophobicité « ressort » ainsi deux fois sur la figure 4-22, pour deux calculs différents. 
Une analyse statistique plus approfondie des différences entre les deux populations a été réalisée à 
partir dun nombre plus restreint de critères les plus importants (et sans redondance) :  45 critères 
sont calculés à partir de la séquence primaire des protéines, tels que la composition en acides 
aminés, lhydrophobicité, la taille ou la polarité (67). Les acides aminés aromatiques sont définis 
selon la règle de Hückel et comprennent la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et lhistidine. 
Les critères « hélices-* » et « feuillets-' » correspondent à la classification des acides aminés les plus 
couramment présents dans les deux types de structure secondaire, sans que cela ne présage 
nécessairement de lorganisation finale de la structure secondaire des protéines. Ce critère est plutôt 
utilisé comme un indicateur en complément des analyses structurales réalisées par la suite sur les 
deux groupes de protéines. 
Le test de Brunner-Munzel (qui ne fait pas dhypothèse sur la forme des distributions, car celles-ci ne 
sont pas nécessairement gaussiennes) est appliqué aux analyses pour déterminer si la différence 
calculée sur un critère donné est significative ou non (68). Pour chaque critère analysé, la valeur de p 
est donnée (69) : elle représente la probabilité dobtenir une valeur au moins aussi extrême que celle 
mesurée entre les deux groupes de protéines adsorbées et non adsorbées, à partir dune 
permutation aléatoire des protéines dans les deux groupes. Un critère est significatif si p < 5.10-2 (voir 
chap. 2, §4.4). Plus cette valeur est petite, plus la différence entre protéine adsorbées et non 
adsorbées est significative. Sur les 45 critères testés, seuls 14 présentent une différence significative 
(tableau 4-11).  
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Critère Acides aminés 
correspondants 
Protéines adsorbées / 
Protéines non adsorbées 
Test statistique 
p 
Aromatiques Phe, Trp, Tyr, His appauvries 2,1.10-8 
Polaires Arg, Lys, Glu, Asp, Gln, Asn enrichies 4,7.10-6 
Feuillets-' Val, Ile, Tyr, Cys, Trp, Phe, Thr appauvries 1,4.10-5 
Hélices-* Glu, Ala, Leu, Met, Gln, Lys, Arg, His enrichies 4,2.10-5 
Hydrophobes Cys, Leu, Val, Ile, Met, Phe, Trp appauvries 8,0.10-5 
Neutres tous sauf Lys, Arg, Glu, Asp appauvries 9,7.10-5 
Basiques Arg, Lys enrichies 1,1.10-4 
Arginine Arg enrichies 4,3.10-4 
Tyrosine Tyr appauvries 1,1.10-3 
Acides Glu, Asp enrichies 3,1.10-3 
Histidine His appauvries 3,5.10-3 
Glutamate Glu enrichies 5,2.10-3 
Tryptophane Trp appauvries 6,3.10-3 
Phénylalanine Phe appauvries 9,3.10-3 
Tableau 4-11. Critères calculés à partir de la séquence primaire des protéines et 
présentant une différence significative (p < 5.10
-2
 avec le test de Brunner-Munzel) 
entre protéines adsorbées et non adsorbées 
Différentes caractéristiques des protéines apparaissent parmi les critères identifiés : charge et 
polarité des acides aminés, aromaticité, hydrophobicité et tendance à une organisation en un type 
de structure secondaire.  
7.2 Interprétation des critères identifiés 
Enrichissement en résidus polaires/chargés 
Les protéines adsorbées sont clairement enrichies en acides aminés polaires (p = 4,7.10-6), chargés 
positivement (p = 1,1.10-4) et négativement (p = 3,1.10-3), tandis que les protéines non adsorbées 
sont enrichies en acides aminés hydrophobes (p = 8,0.10-5) et non chargés (p = 9,7.10-5).  
1) Les polaires 
La surface de silice, qui présente de nombreux silanols SiOH, est hydrophile, polaire et chargée à pH 
7,4 (voir chap. 3, §2). Lenrichissement des protéines adsorbées en résidus polaires et 
lappauvrissement en résidus hydrophobes sont attendus pour ce type de surface, où les interactions 
électrostatiques ou la formation de liaisons hydrogène sont supposées jouer un rôle important lors 
de ladsorption (46). 
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2) Les basiques 
Lhistidine na pas été prise en compte dans les résidus basiques car son pKa libre en solution est de 
6,3 (43). Seules larginine et la lysine (pKa libre en solution de 10,4 et 12,0 respectivement (43)) ont 
été prises en compte car il est probable quun nombre important de résidus arginine et lysine mais 
que peu de résidus histidine soient chargés positivement au sein des protéines à pH 7,4. 
Lenrichissement en arginine est plus significatif que lenrichissement en lysine. Lenrichissement en 
résidus basiques peut être corrélé à la formation dinteractions électrostatiques entre arginine, lysine 
et groupements SiO- à la surface de la silice, qui favorise ladsorption de la protéine. Une étude par 
mutagenèse dirigée de ladsorption du lysozyme sur lhydroxyapatite a ainsi montré que le 
remplacement dun des résidus basiques de surface par un résidu hydrophobe, lalanine, diminuait 
laffinité de la protéine pour la surface (71). La formation dinteractions électrostatiques serait alors 
un mécanisme dadsorption commun à différentes protéines lors de ladsorption sur différentes 
surfaces doxydes.  
3) Les acides 
Seul lenrichissement en glutamate est discuté, car les résidus aspartate ne sont pas assez nombreux 
dans les protéines étudiées pour permettre une comparaison statistique. Sil est facile de 
comprendre un enrichissement en résidus basiques, il paraît moins évident dexpliquer 
lenrichissement en glutamate, a priori défavorable à ladsorption car de charge identique à la 
surface de silice à pH 7,4. Lenrichissement en glutamate peut être vu sous deux angles très 
différents : le glutamate ninteragit pas directement avec la surface de la silice et nest enrichi que 
par compensation de charge au sein de la protéine lié à lexcès darginine, et/ou le glutamate 
interagit en certains endroits avec la silice grâce à une couche de contre-ions, comme les ions Na+ 
contenus à forte concentration dans le tampon PBS.  
Une façon de résoudre ce problème serait de déterminer quels sont les résidus qui interagissent 
directement avec la surface lors de ladsorption. Pour cela, une technique de cartographie de surface 
par irradiation a été appliquée à la myoglobine adsorbée sur les NP de silice (voir chap. 5, §6). Ce 
type dexpérience pourrait permettre didentifier directement les acides aminés impliqués dans 
ladsorption, et par exemple dinclure ou dexclure le glutamate de ce groupe.  
4) Les clusters de charge 
Les interactions électrostatiques jouent un rôle important lors de ladsorption, comme le montre 
lenrichissement en acides aminés polaires et basiques. Pourtant, aucune différence de point 
isoélectrique entre protéines adsorbées et non adsorbées nest observée. Pour lever cette ambiguïté, 
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la répartition des charges au sein des protéines a été analysée. Une fenêtre glissante de 12 acides 
aminés (soit trois tours dhélice) est déplacée sur la séquence primaire de chaque protéine : dès que 
trois résidus successifs basiques ou acides ou plus sont identifiés, un cluster de charge positive ou 
négative est défini (Fig. 4-23). 
 
Figure 4-23. Profils de charge des protéines de levure GrS1 adsorbée et Ntf2 non 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm. Les clusters de charges positives 
(en rouge) et négatives (en bleu) sont indiquées le long de la séquence, ainsi que le 
nombre total dacides aminés de la protéine. 
Les profils de charge font apparaître de nombreux clusters de charges positives et négatives pour la 
protéine adsorbée (Grs1), contre un seul cluster pour la protéine non adsorbée (Ntf2). Cette analyse 
nous a conduits à définir les clusters de charges positives et négatives comme deux nouveaux critères 
et à analyser leur distribution entre nos deux populations, protéines adsorbées et protéines non 
adsorbées. Un net enrichissement des protéines adsorbées en clusters de charges positives (p = 
3,1.10-6) mais aussi en clusters de charges négatives (p = 1,5.10-3) est ainsi mis en évidence.  
Les clusters de charges positives sont très favorables à ladsorption et permettent la formation 
dinteractions électrostatiques fortes avec la surface, la présence des clusters de charges négatives 
expliquent lenrichissement en glutamate (en regard de lenrichissement en arginine et en lysine) et 
labsence de biais du point isoélectrique des protéines adsorbées.  
Appauvrissement en résidus aromatiques 
Une deuxième caractéristique très marquée entre protéines de levure adsorbées et non adsorbées 
sur les NP de silice est le fort appauvrissement en acides aminés aromatiques (p = 2,1.10-8) des 
protéines adsorbées, que lon retrouve pour chaque résidu aromatique (Phe, Trp, Tyr, His) analysé 
séparément (tableau 4-14). Si le critère de polarité des protéines adsorbées était relativement 
attendu, celui de lenrichissement en résidus aromatiques des protéines non adsorbées est plus 
surprenant. Une seule étude rapporte un biais en acides aminés aromatiques de certaines protéines 
bactériennes sélectionnées pour leur forte affinité pour la silice, associé à un enrichissement en 
arginine (53). Puisque les acides aminés polaires et chargés sont impliqués dans les interactions 
électrostatiques, qui sont un facteur important de ladsorption, alors lenrichissement en acides 
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aminés aromatiques des protéines non adsorbées doit être particulièrement défavorable à 
ladsorption sur les NP de silice.  
Dune façon générale, les acides aminés aromatiques peuvent avoir des rôles variés au sein des 
protéines, comme le repliement, les interactions entre protéines, lassociation avec un ligand, une 
activité catalytique ou encore la stabilisation de la structure de la protéine (72-75). Enfouis dans le 
cur hydrophobe des protéines, les résidus aromatiques peuvent interagir entre eux via des 
interactions +-+ entre cycles aromatiques, par paires mais aussi par trimères ou par tétramères, et 
stabilisent ainsi la structure de la protéine (75-77) (Fig. 4-24).  
 
Figure 4-24. Interactions #-# entre trois acides aminés aromatiques de la 
calmoduline (à gauche) et avec un résidu aromatique supplémentaire lors de la 
fixation dun peptide (à droite), daprès (75) 
Les acides aminés aromatiques peuvent également interagir avec les acides aminés chargés 
positivement via des interactions cation-+ qui participent à lorganisation et à la stabilisation de la 
structure des protéines (78). Si les acides aminés aromatiques présents en plus grand nombre dans 
les protéines non adsorbées sont également impliqués dans des interactions +-+ et cation-+ au sein 
de la protéine, alors leur structure serait probablement plus compacte et plus rigide que celle des 
protéines adsorbées et pourrait être défavorable à une adsorption sur la surface de silice.  
7.3 Flexibilité des protéines adsorbées et non adsorbées 
Pour tester cette hypothèse, les différents types dinteractions possibles au sein des protéines 
adsorbées et non adsorbées : hydrophobes, ioniques, +-+ et cation-+, ont été quantifiées à partir des 
structures connues (soit 10 protéines adsorbées et 10 protéines non adsorbées) (67) (tableau 4-12). 
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Interactions 
Protéines non adsorbées / 
Protéines adsorbées (%) 
Hydrophobes + 18% 
Ioniques + 13% 
 - ! + 130 % 
Cation-+ + 33 % 
Tableau 4-12. Pourcentages daugmentation des interactions des protéines non 
adsorbées par rapport aux protéines adsorbées calculés à partir des structures 3D 
de 10 protéines adsorbées et 10 protéines non adsorbées (67) 
Laugmentation très importante des interactions +-+ dans les protéines non adsorbées confirme 
lhypothèse du rôle stabilisateur et de renforcement de la structure des protéines par les acides 
aminés aromatiques. Cette augmentation est également nettement plus importante que celle des 
interactions hydrophobes, qui semblent dimportance moindre lors de ladsorption des protéines sur 
une surface de silice hydrophile et ne participeraient quà la cohésion du cur hydrophobe des 
protéines plus résistantes à ladsorption.  
Une augmentation des interactions cation-+ est aussi observée, alors que les protéines non 
adsorbées sont appauvries en acides aminés chargés positivement. Cela signifie que les acides 
aminés chargés positivement sont à la fois moins nombreux et plus souvent impliqués dans des 
interactions avec des résidus aromatiques : ils deviennent alors moins disponibles pour des 
interactions électrostatiques avec la surface de silice. Ces résultats dessinent limage de protéines 
non adsorbées bien structurées et plus compactes que les protéines adsorbées plus désordonnées.  
Enfin, pour évaluer la flexibilité des protéines adsorbées et non adsorbées (avant adsorption), le 
déplacement carré moyen (RMSD) des protéines, qui représente lévolution de la structure de la 
protéine au cours du temps, a été calculé par dynamique moléculaire sur une durée de 5 ns à 300 K 
sur 5 protéines adsorbées et 5 protéines non adsorbées (Y. Boulard). Le facteur B moyen, qui est un 
indicateur de la plus ou moins grande flexibilité des différentes régions de la protéine, a également 
été calculé (tableau 4-13) (67). 
Simulation Protéines adsorbées Protéines non adsorbées 
RMSD 4,44 Å 2,34 Å 
Facteur B 95 33 
Tableau 4-13. Comparaison de la flexibilité des protéines de levure adsorbées et 
non adsorbées (avant adsorption) à partir du calcul du RMSD par dynamique 
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moléculaire après 5 ns et du facteur B moyen par résidu pour 5 protéines 
adsorbées et 5 protéines non adsorbées de structure connue (67) 
Les protéines adsorbées présentent à la fois une plus faible stabilité structurale avec un RMSD moyen 
presque deux fois plus important que pour les protéines non adsorbées, et une plus grande 
flexibilité, avec un facteur B moyen trois fois supérieur. La plus grande compacité et structuration des 
protéines non adsorbées, associée au contenu en résidus aromatiques et aux interactions +-+ et 
cations-+, est donc associée à une plus grande rigidité de leur structure. Elles ne pourraient alors pas 
adopter un comportement « plastique » qui favorise ladsorption des protéines plus flexibles.  
Les critères physico-chimiques caractéristiques des protéines de levure adsorbées et non adsorbées 
sur les nanoparticules de silice 20 nm peuvent être résumés sous la forme dun diagramme (Fig. 4-
25).  
 
Figure 4-25.Déterminants physico-chimiques de ladsorption (en rouge) et de la 
non adsorption (en bleu) des protéines de levure sur les nanoparticules de silice 20 
nm. La valeur attribuée à chaque critère est indicative dun enrichissement ou dun 
appauvrissement pour chaque groupe de protéine 
Ces critères pourraient être utilisés pour prédire laffinité et donc la tendance à ladsorption dautres 
protéines pour une surface de silice. Lenrichissement en résidus basiques, en clusters de charges 
positives et négatives, et lappauvrissement en résidus aromatiques sont des critères facilement 
analysables pour évaluer la capacité dadsorption dune protéine, beaucoup plus pertinents que le 
point isoélectrique par exemple.  
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Nous allons maintenant comparer ces critères avec ladsorption de la myoglobine et de la sérum 
albumine sur les NP de silice. Ladsorption de lhémoglobine, plus complexe du fait de son caractère 
oligomérique, nest pas détaillée. 
8. Comparaison de ladsorption des protéines de levure et des 
protéines modèles 
La discussion qui clôt ce chapitre sarticule autour de deux questions : 
- Les critères structuraux dadsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice 
sont-ils applicables à ladsorption de la myoglobine et de la sérum albumine sur la silice ? 
- Quel modèle dadsorption des protéines sur une surface de silice peut-on proposé à partir de 
ces résultats et quelles sont les nouvelles informations par rapport aux modèles existants ? 
8.1 Discussion des critères structuraux dadsorption des protéines  
Les principaux critères structuraux dadsorption des protéines de levure ont été comparés entre la 
myoglobine, la sérum albumine, la protéine de levure adsorbée la plus enrichie à la surface de la 
silice, la glycine-ARNt ligase Grs1 (facteur denrichissement de 11,1) et la protéine de levure non 
adsorbée la plus appauvrie à la surface, le facteur de transport nucléaire Ntf2 (facteur 
dappauvrissement de 9,1) (tableau 4-14).  
Critères 
dadsorption 
BSA Mb 
Glycine-ARNt 
ligase (Grs1) 
Facteur de 
transport (Ntf2) 
Basiques 14,1 13,7 14,4 6,4 
Glutamate 10,1 8,5 9,2 4,0 
Chargés 31,0 27,5 30,9 18,4 
Polaires 36,9 32,7 36,8 36,0 
Hydrophobes 30,7 28,8 30,2 32,0 
Aromatiques 11,3 14,4 10,7 14,4 
Tableau 4-14. Comparaison des critères dadsorption des protéines de levure, 
exprimés en pourcentage de résidus, appliqués à la myoglobine, la sérum 
albumine, une protéine de levure adsorbée, la glycine-ARNt ligase (Grs1) et une 
protéine de levure non adsorbée, le facteur de transport nucléaire (Ntf2). Pour Mb 
et BSA, les critères qui se rapprochent de ceux de la protéine de levure adsorbée 
sont indiqués en vert, et de la protéine de levure non adsorbée en rouge. Les 
critères non significatifs sont en gris. 
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La plupart des critères structuraux favorables à ladsorption identifiés sur les protéines de levure se 
retrouvent chez la BSA et la myoglobine, à lexception pour la myoglobine du critère daromaticité. 
Les critères de polarité et dhydrophobicité sont peu significatifs pour les deux protéines de levure 
choisis. 
Les résidus polaires 
Le critère de polarité est peu informatif sur lexemple choisi, car il ny a que très peu de différence 
entre les deux protéines de levures adsorbée et non adsorbée, tout comme lappauvrissement en 
résidus hydrophobes. Ces deux critères sont relativement peu significatifs pour les protéines 
étudiées.  
Les résidus chargés 
La myoglobine et la BSA sont toutes deux enrichies en résidus chargés, en résidus basiques et en 
glutamate, comparées à la protéine de levure non adsorbée Ntf2. Si la protéine de levure adsorbée 
Grs1 est bien enrichie en résidus arginine (5,4%) comparée à la protéine non adsorbée Ntf2 (4,0%), la 
BSA et la myoglobine sont elles très fortement enrichies en lysine (10,1% et 12,4% respectivement). 
Alors que pour les protéines de levure, les interactions électrostatiques sont portées par les résidus 
arginine et lysine, dans le cas de la myoglobine et de la BSA, ce sont principalement les résidus lysine 
qui contribuent à ladsorption, via létablissement de ces interactions fortes entre protéine et 
surface.  
La myoglobine et la BSA sont enrichies en glutamate par rapport à la protéine de levure non 
adsorbée. Lhème contient en plus deux propionate dont les charges négatives sont peu favorables à 
une interaction avec la silice décorée de groupements silanols. Cela nest pas étonnant pour la BSA 
qui est globalement chargée négativement à pH 7,4, par contre la myoglobine étant neutre à ce pH, 
cela indique un enrichissement conjoint en résidus basiques, majoritairement les résidus lysine 
(tableau 4-14).  
De plus, lenrichissement en lysine de la BSA montre que des interactions électrostatiques favorables 
sont possibles entre la protéine et la surface, malgré la charge négative globale de la protéine au pH 
de ladsorption. Cette analyse est confirmée par létude des clusters de charges de la protéine (Fig. 4-
26). 
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Figure 4-26. Profils de charge de la myoglobine et de la BSA. Les clusters de 
charges positives (en bleu) et négatives (en rouge) sont indiqués le long de la 
séquence, ainsi que le nombre total dacides aminés de la protéine. 
Tout comme la protéine de levure adsorbée Grs1 (voir Fig. 4-23, §7.2), la myoglobine et la BSA 
présentent un nombre plus important de clusters de charges positives et de charges négatives. Les 
clusters de charges positives sont autant de régions susceptibles dinteragir avec la silice et de se 
« coller » sur la surface via des interactions électrostatiques. 
Les enrichissements en résidus chargés et en clusters de charges sont donc bien des critères 
dadsorption partagés par les protéines de levure, la myoglobine et la BSA.  
Les résidus aromatiques 
La BSA est appauvrie en résidus aromatiques par rapport à la protéine de levure non adsorbée Ntf2, 
ce qui est cohérent avec son caractère de protéine « molle » et sa grande affinité pour la silice.  
Au contraire, la myoglobine est aussi riche en résidus aromatiques que la protéine non adsorbée, ce 
qui est surprenant car lenrichissement des protéines de levure en résidus aromatiques est 
caractéristique des protéines non adsorbées plus rigides et plus stables, donc peu aptes à adopter un 
comportement « plastique » qui favoriserait ladsorption de la protéine sur la surface. De plus, 
lhème rigidifie considérablement la structure de la myoglobine, qui est une protéine « dure » 
comparée à lapomyoglobine (4, 79). Il faut noter que parmi les résidus liés ou proches de lhème se 
trouvent plusieurs résidus aromatiques: Phe 43, His 64 et His 93 sont liés à la porphyrine et His 97 se 
trouve à moins de 4 Å de lhème (80). La région de lhème est donc particulièrement rigide, 
structurée, et peu propice à ladsorption. 
Daprès les critères structuraux dadsorption des levures, il serait donc difficile de prévoir le 
comportement de la myoglobine en présence de NP de silice : lenrichissement en résidus basiques 
et chargés est favorable à ladsorption, mais la présence dun cur très rigide et structuré est dans le 
même temps très défavorable. Cet exemple met en évidence une limite à lanalyse de critères 
généraux pour ladsorption des protéines sur une surface, qui ne permettent pas de prendre en 
compte toute la complexité et variété des protéines. 
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Dans le cas de la myoglobine, il est possible que la protéine puisse « sancrer » sur la surface via ses 
nombreux résidus basiques. On observe toutefois une adsorption bien plus importante de 
lapomyoglobine au comportement plus « plastique ». Il est probable que les interactions entre 
myoglobine et silice se développent en dehors du cur structuré par lhème, qui peut être assimilé à 
un cluster aromatique.   
Létude de ladsorption des protéines isolées pose également plusieurs questions quant à 
ladsorption des protéines de levure, par exemple : 
- Quelle serait la réversibilité de ladsorption de protéines adsorbées aux caractéristiques 
différentes ? 
- La composition de la couronne de protéines adsorbée dépend-elle du pH, tout comme 
ladsorption des protéines isolées est très dépendante des conditions du milieu ? 
- Quelle est limportance de « leffet oligomère » lors de ladsorption et comment inclure les 
interactions protéine-protéine dans un modèle dadsorption ? 
Ladsorption des protéines chaperonnes, que lon suspecte sadsorber en seconde couronne, pourrait 
être testée à partir de ladsorption de protéines isolées dénaturées sur les NP. Il serait alors très 
intéressant détudier la capacité de ces chaperonnes à restructurer les protéines adsorbées.  
8.2 Modèle dadsorption des protéines sur une surface de silice 
Lanalyse de ladsorption de protéines modèles, myoglobine, hémoglobine et sérum albumine sur les 
nanoparticules de silice, puis lidentification des critères structuraux dadsorption des protéines à 
partir dun extrait cellulaire permettent de mieux comprendre ladsorption des protéines sur une 
surface de silice et de proposer des mécanismes dinteractions entre protéines et surface qui 
permettent ou réfrènent ladsorption des protéines (Fig. 4-27).   
Bien que les deux déterminants clés de ladsorption, qui sont la formation dinteractions 
électrostatiques et la flexibilité de la protéine adsorbée, correspondent à ceux proposés par Norde 
(1), notre étude montre que lutilisation de critères très généraux, tel que celui du point 
isoélectrique, ne sont pas pertinents pour décrire ladsorption des protéines sur la silice, et permet 
de proposer de nouveaux critères basés sur les mécanismes moléculaires impliqués respectivement 
dans la formation des interactions électrostatiques et dans la flexibilité/rigidité de la structure des 
protéines. 
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Figure 4-27. Représentation schématique des critères favorables (à gauche) et 
défavorables (à droite) à ladsorption des protéines sur les nanoparticules de silice 
Les mécanismes identifiés et les critères associés sont : 
i) le rôle clé des résidus basiques, lysine et arginine, en particulier lorsque ceux-ci sont 
regroupés en clusters de charges positives, pour la formation des interactions 
électrostatiques avec les silanols de surface 
ii) la nécessaire! plasticité! des! protéines,! dont! la! réciproque! est! labsence! ou! la! faible!
adsorption des protéines compactes et rigides, structurées par! des! interactions!  - !
entre!résidus!aromatiques,!ou!par!un!groupement!prosthétique!tel!que!lhème! 
iii) labsence!de!lien!entre!point!isoélectrique!et!adsorption des protéines sur la silice 
Ce modèle, ainsi que ladsorption irréversible de lhémoglobine et de la myoglobine par dilution, 
implique une modification de la structure des protéines adsorbées qui permet de maximiser les 
interactions entre protéine et surface. Dans le chapitre suivant, les structures de lhémoglobine et de 
la myoglobine adsorbées sur les NP de silice seront étudiées.  
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Les points clés 
Les principaux résultats de ce chapitre peuvent être résumés : 
- Les isothermes dadsorption des protéines purifiées, myoglobine, hémoglobine, 
apomyoglobine et sérum albumine, sur la silice nanostructurée, sont bien décrites par le 
modèle de Langmuir. Laffinité et la quantité de protéine adsorbée dépendent du type de 
matériau (taille, géométrie, chimie de surface), de la nature de la protéine 
(monomère/oligomère, flexibilité) et des conditions de pH et de tampon de la solution (effet 
de charge).  
 
- Ladsorption de lhémoglobine et de la myoglobine sur les nanoparticules de silice est 
irréversible par dilution et réversible en conditions douces à pH 8,7. 
 
- Ladsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice est exothermique et associée à 
un gain dentropie. Un très bon accord est obtenu entre la constante dadsorption calculée à 
laide du modèle de Langmuir (mesure par spectroscopie UV-visible) et à partir des données 
microcalorimétriques et du modèle associé (SSIS). 
 
- Lisotherme dadsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice à partir dun 
extrait cellulaire est également bien décrite par le modèle de Langmuir. Lidentification des 
protéines adsorbées et non adsorbées par électrophorèse 2D fait apparaître un fort effet 
denrichissement ou dappauvrissement des protéines à la surface de la silice, une 
surreprésentation des protéines impliquées dans le cycle de vie des protéines et des 
protéines chaperonnes parmi les protéines adsorbées. 
 
- Ladsorption en seconde couronne pourrait être expliqué par un « effet oligomère » et par 
linteraction entre protéines chaperonnes et protéines adsorbées partiellement dépliées 
 
- Lanalyse statistique des séquences primaires des protéines de levure adsorbées et non 
adsorbées a permis de mettre en évidence des critères clés pour ladsorption : 
lenrichissement en résidus basiques, arginine et lysine, regroupés en clusters de charges 
positives, des protéines adsorbées permettant la formation dinteractions électrostatiques 
avec les silanols ; lenrichissement en résidus aromatiques et laugmentation de la rigidité 
des protéines non adsorbées à cause de la formation dinteractions +-+. 
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CHAPITRE 5  
Structure des protéines adsorbées 
Lorsque les protéines sont adsorbées sur une surface, leur structure, leur dynamique mais aussi leur 
activité peuvent être modifiés par cette interaction. Ces trois caractéristiques sont interdépendantes. 
Pour comprendre la variation d’un de ces trois paramètres il devient alors nécessaire de connaître les 
deux autres. Les trois chapitres suivants présentent l’étude de la structure et de l’activité des 
molécules de myoglobine et d’hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice et l’étude de la 
dynamique de la myoglobine adsorbée. Le chapitre précédant s’intéressait au processus d’adsorption 
et aux mécanismes conduisant à un état stable de protéine adsorbée. Plusieurs indices laissaient 
penser que les structures de la myoglobine et de l’hémoglobine pouvaient être « réorganisées » lors 
de l’adsorption, ce qui pourrait expliquer l’irréversibilité de l’adsorption selon l’image 
« d’étalement » de la protéine adsorbée. L’étude de la structure des protéines adsorbées peut 
permettre de confirmer ou d’infirmer ce modèle d’adsorption.  
De nombreux outils permettent de sonder la structure des protéines en fonction des informations 
recherchées. Nous avons tout d’abord cherché à déterminer s’il y avait une modification de la 
structure secondaire de l’hémoglobine et de la myoglobine lors de leur adsorption sur les 
nanoparticules de silice (1). L’approche classique de l’étude de la structure des protéines en solution 
par dichroïsme circulaire et spectroscopie infrarouge a été utilisée pour l’analyse des structures 
secondaires. La stabilité en température de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice a été étudiée 
par microcalorimétrie afin de déterminer si la protéine est plus ou moins stable en température 
après adsorption. La fluorescence a été utilisée ponctuellement pour sonder localement l’exposition 
des résidus tryptophane au solvant. 
Nous nous sommes aussi intéressés à la structure du site actif de la myoglobine et de l’hémoglobine 
adsorbées sur les nanoparticules de silice. Grâce au fer de l’hème, il est possible de le sonder 
directement par spectroscopie visible et par spectroscopie d’absorption X au seuil du fer - cette 
dernière technique permet de s’affranchir du signal de tous les autres éléments présents, aussi bien 
ceux de la protéine que ceux de la silice.  
De plus, puisque la désorption de l’hémoglobine et de la myoglobine est possible en conditions 
douces à pH 9, la structure de l’hémoglobine et de la myoglobine après désorption des 
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nanoparticules de silice a été étudiée à l’aide des mêmes outils pour déterminer si les modifications 
de structure observées sont réversibles ou non après désorption. 
L’ensemble de ces mesures permet de mieux comprendre quelle est la structure de la myoglobine et 
de l’hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice en évaluant les modifications au niveau 
de la globine (structure globale) et du fer de l’hème (site actif). Cependant, elles ne permettent pas 
de déterminer quelles parties de la protéine peuvent être directement en contact avec la surface ou 
au contraire exposées librement au solvant. L’interaction avec la surface est-elle non spécifique ou 
spécifique sur un ou plusieurs sites d’interaction ? Pour essayer de répondre à ces questions, une 
technique de marquage par irradiation a été développée afin d’identifier des zones privilégiées 
d’interaction entre myoglobine et surface de silice lors de l’adsorption. 
Tout au long de ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur deux systèmes : notre premier modèle, 
l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm, nous a servi de base pour l’étude de l’activité de 
la protéine adsorbée (voir chap. 7). La metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm, a été utilisé 
pour étudier la dynamique de la protéine adsorbée par diffusion incohérente de neutrons (voir chap. 
6). Nous avons choisi une taille de NP plus petite car nous avions besoin d’une plus grande surface 
disponible (et donc d’une plus grande quantité de protéine adsorbée) pour ce type d’expérience. Si 
certaines mesures ont été croisées et montrent une assez grande similarité, les structures des 
protéines adsorbées ont été étudiées indépendamment pour chacun de ces systèmes. 
1. Surface occupée par la myoglobine et l’hémoglobine sur les 
nanoparticules de silice 
On peut supposer que la surface occupée par une protéine à une interface est un premier indice de 
la forme de la protéine (2). La surface occupée par une protéine peut être calculée à partir de la 
quantité maximale de protéine adsorbée par unité de surface. Pour la myoglobine et l’hémoglobine, 
cela correspond à leur adsorption sur les NP de silice 20 nm en tampon Phosphate à pH 6, soit 0,45 
mg/m² de myoglobine et 0,50 mg/m² d’hémoglobine adsorbées à saturation. Cela correspond à une 
surface occupée d’environ 63 nm² pour une molécule de myoglobine et 55 nm² par monomère 
d’hémoglobine, si l’on fait l’hypothèse que toute la surface est occupée par les protéines. Cela 
représente 34 molécules de myoglobine ou 9 tétramères d’hémoglobine adsorbés sur une NP de 
silice dont le diamètre réel mesuré est d’environ 26 nm (voir chap. 3, §2.2). Quelques nanoparticules 
de silice suffisent alors pour transporter ou lier une centaine de protéines. Connaissant le rayon de 
giration de la myoglobine et de l’hémoglobine, la surface théorique qu’occuperait une protéine peut 
être calculée, soit par projection d’une sphère sur la surface (A = πR² avec R le rayon de giration de la 
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protéine), soit par projection de la maille cristallographique sur la surface (17), représentée par un 
carré pour une protéine globulaire (A = 4R²). Même s’il s’agit avant tout d’une estimation, la 
différence est peu importante, nos calculs représentent donc des « carrés ». Le rayon de giration de 
la myoglobine en solution déterminé par diffusion de neutrons est de 1,5 ± 0,1 nm (3) et celui de 
l’hémoglobine de 2,4 ± 0,1 nm (4). La surface correspondante est approximativement de 9 nm² pour 
une molécule de myoglobine ou pour un monomère d’hémoglobine. Il apparaît une différence très 
importante entre la surface théorique de 9 nm² occupée par une protéine et la surface de 60 nm² 
calculée à partir de la quantité de protéine adsorbée. Cependant, deux paramètres importants ne 
sont pas pris en compte : l’hétérogénéité de la surface d’une part (5), la modification de la structure 
de la protéine adsorbée d’autre part (Fig. 5-1). 
 
Figure 5-1. Surface occupée par la myoglobine sur les nanoparticules de silice 20 
nm à pH 6 : (a) surface théorique occupée par une molécule de myoglobine native 
et dénaturée en solution (Scalc) comparée à la surface estimée à partir des 
isothermes d’adsorption si la surface est homogène et entièrement recouverte par 
la myoglobine (Sestimée), (b) hypothèses d’hétérogénéité de la surface et/ou 
d’étalement de la protéine adsorbée permettant d’expliquer la grande surface 
estimée 
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L’hétérogénéité de la surface peut représenter deux situations assez différentes : si on assimile 
l’hétérogénéité de surface à une rugosité, cette rugosité peut être du même ordre de grandeur que 
les protéines et donc empêcher leur adsorption dans certaines régions. La surface est alors 
effectivement hétérogène à l’échelle des protéines, mais la rugosité peut aussi être bien plus petite 
que les protéines et de même ordre de grandeur que les molécules d’azote qui servent à mesurer la 
surface spécifique des NP par BET. Dans ce cas, la rugosité n’affecte pas l’adsorption des protéines 
pour lesquelles la surface apparaît homogène mais augmente par contre la surface accessible aux 
molécules d’azote. La surface mesurée par adsorption d’azote peut alors être largement surestimée 
par rapport à la surface réellement accessible aux protéines. D’autre part, si la protéine peut 
« s’étaler » sur la surface comme le suggèrent les modèles d’adsorption, alors la surface qu’elle 
occuperait serait plus grande que celle représentée par une protéine de structure native, en 
particulier pour des protéines globulaires relativement compactes comme la myoglobine et 
l’hémoglobine. 
Pour évaluer ce dernier paramètre, il est possible de faire un parallèle avec la dénaturation de la 
myoglobine en solution. Lorsqu’elle est dénaturée, la myoglobine a un rayon de giration bien plus 
important que la protéine native qui peut atteindre 3,5 nm en solution (6). La surface représentée 
par une myoglobine dénaturée est alors de 50 nm², soit plus de 5 fois la surface calculée pour une 
myoglobine native. Cette valeur peut servir de limite supérieure : il est peu probable qu’une protéine 
puisse être plus déstructurée que ne l’est une protéine dénaturée. Pourtant, la surface occupée par 
une myoglobine à l’interface air-solution a été mesurée et les valeurs rapportées dans la littérature 
peuvent atteindre 74 nm² (2). Les auteurs interprètent la surface occupée qui est plus de 8 fois 
supérieure à la taille d’une molécule de myoglobine par une déformation de la protéine à l’interface 
(effet tensioactif). Les surfaces considérées sont cependant très élevées comparées à la taille de la 
molécule de myoglobine. Puisque la surface mesurée de 60 nm² est légèrement supérieure à celle 
d’une dénaturation de la protéine, il est probable qu’un effet d’hétérogénéité de surface à l’échelle 
de la protéine ou de rugosité à l’échelle de la molécule d’azote s’ajoute à un possible effet de 
structure. Seule la mesure directe de la structure de la myoglobine adsorbée pourra donc nous 
renseigner sur le remaniement ou « l’étalement » de la protéine lors de l’adsorption. Pour évaluer la 
dénaturation de la protéine adsorbée, nous avons analysé la structure secondaire de la myoglobine 
adsorbée sur les nanoparticules de silice, afin de déterminer si la surface estimée correspond à la 
surface occupée par une protéine entièrement dénaturée ou à un effet de rugosité et 
d’hétérogénéité de la surface. 
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2. Structure secondaire des protéines adsorbées sur la silice 
La structure secondaire des protéines en solution peut être déterminée à l’aide de deux techniques, 
le dichroïsme circulaire et la spectroscopie infrarouge, dont les incertitudes sont dues à la 
combinaison des incertitudes expérimentales puis de la déconvolution des spectres à partir de 
structures de protéines connues (7, 8). De fait, les structures secondaires identifiées pour 
l’hémoglobine (tableau 5-1) et la myoglobine (tableau 5-2) varient en fonction de l’étude et de la 
méthode utilisée.  
Technique (Hb) Hélice Feuillet Coude Désordonnée Références 
Infrarouge 78 12 10 < 5 (9) 
Dichroïsme 68-75 1-4 15-20 9-16 (10, 11) 
Cristallographie 87 0 7 6 (12) 
Tableau 5-1. Comparaison à partir de la littérature de la structure secondaire de 
l’hémoglobine (% de structure) déterminées par spectroscopie infrarouge, 
dichroïsme circulaire et cristallographie des rayons X 
Technique (Mb) Hélice Feuillet Coude Désordonnée Références 
Infrarouge 85 7 8 < 5 (9) 
Dichroïsme 67-86 0-13 0-6 11-30 
(7, 8, 10, 11, 
13, 14) 
Cristallographie 85 0 8 7 (12) 
Tableau 5-2. Comparaison à partir de la littérature de la structure secondaire de la 
myoglobine (% de structure) déterminées par spectroscopie infrarouge, dichroïsme 
circulaire et cristallographie des rayons X  
Plusieurs études par spectroscopie infrarouge et par dichroïsme circulaire font apparaître une 
structure en feuillet, pourtant absente dans ces deux protéines (12). Les pourcentages d’hélicité, de 
coudes et de structure désordonnée déterminée par dichroïsme circulaire sur l’hémoglobine et la 
myoglobine en solution sont proches des valeurs déterminées par cristallographie, mais entachés 
d’une assez grande incertitude (10, 11).  
Dans notre étude, nous cherchons simplement à comparer la structure secondaire d’une protéine 
libre et adsorbée sur les NP de silice. La quantification relative des structures secondaires est donc 
suffisante. Lors de la thèse, une première étude de la structure secondaire de la myoglobine libre et 
adsorbée sur les NP de silice a été réalisée par spectroscopie infrarouge, après mise en solution de la 
protéine dans D2O (voir chap. 2, §5.1), puis ces données ont été complétées par l’analyse par 
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dichroïsme circulaire des structures secondaires de la myoglobine et de l’hémoglobine adsorbées sur 
les NP de silice. Nous présenterons tout d’abord l’analyse de la structure de l’hémoglobine adsorbée 
par dichroïsme circulaire, puis celle de la myoglobine adsorbée. 
2.1 Hémoglobine et nanoparticules de silice 20 nm 
Les spectres en dichroïsme circulaire de l’hémoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm 
ont été mesurés en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6, en tampon Phosphate 10 mM à pH 7,4 et en 
tampon Tris-HCl 10 mM à pH 8,7 (Fig. 5-2, page suivante). Les données ont été enregistrées sous la 
forme de la différence de coefficient d’extinction molaire ∆ɛ (M-1.cm-1) (voir chap. 2, §5.2). 
Le spectre de l’hémoglobine libre est caractéristique d’une protéine structurée majoritairement en 
hélices avec un maximum à 192 nm et deux minima à 208 et 222 nm. Comme il a déjà été rapporté, 
la structure secondaire de l’hémoglobine est identique à pH 6, pH 7,4 et pH 8,7 dans les trois 
tampons utilisés (4). 
La concentration en hémoglobine adaptée aux mesures par dichroïsme circulaire est de 10 µM dans 
une solution tampon 10 mM pour limiter l’absorption dans l’UV. La quantité d’hémoglobine 
adsorbée a été mesurée dans ces conditions pour différentes concentrations massiques en NP 
(tableau 5-3).  
CNP (mg/mL) 
Hb adsorbée (%) 
pH 6                    pH 7,4                   pH 8,7 
2,0 76 % 44 % <1 % 
4,0 96 % 72 % <1 % 
6,0 99 % 86 % <1 % 
6,8 99 % 90 % <1 % 
Tableau 5-3. Pourcentage d’hémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice 
20 nm  en fonction de la concentration en NP et du pH de la solution en tampon 10 
mM BisTris-HCl à pH 6, Phosphate à pH 7,4 et Tris-HCl à pH 8,7 pour une 
concentration en hémoglobine de 10 µM 
A une concentration en NP de 2 mg/mL, l’hémoglobine n’est adsorbée que partiellement à pH 6 
(76%) et à pH 7,4 (44%) tandis qu’à une concentration de 6 mg/mL, la contribution de l’hémoglobine 
libre est largement réduite avec 99% d’hémoglobine adsorbée à pH 6 et 86% d’hémoglobine 
adsorbée à pH 7,4. A pH 8,7 la quantité d’hémoglobine adsorbée reste inférieure à 1%, ce qui permet 
bien d’utiliser cette condition comme contrôle négatif. 
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Figure 5-2. Spectres de dichroïsme circulaire de l’hémoglobine (CHb = 10 µM) en 
tampons 10 mM BisTris-HCl à pH 6 (a), Phosphate à pH 7,4 (b) et Tris-HCl à pH 8,7 
(c) : Hb sans NP (en bleu) et en présence de NP de silice 20 nm à une concentration 
de 2 mg/mL (en vert), 4 mg/mL (en orange) et 6 mg/mL (en rouge). L’hémoglobine 
est partiellement à totalement adsorbée à pH 6 et pH 7,4 et non adsorbée à pH 8,7 
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Lorsque des techniques de spectroscopie sont utilisées, la diffusion de la lumière par les NP 
présentes en solution peut altérer la mesure. Pour s’assurer qu’aucun effet de ce type n’affecte la 
mesure par dichroïsme circulaire, la solution contenant hémoglobine et NP de silice à pH 8,7 a été 
analysée en tant que contrôle, puisque dans ces conditions l’hémoglobine ne s’adsorbe pas sur les 
NP de silice. Toute différence entre le spectre de l’hémoglobine en solution et de l’hémoglobine en 
solution en présence de NP serait alors due à la diffusion de la lumière par les NP. Aucune 
modification des spectres n’est observée à pH 8,7 en présence de NP et sans adsorption de 
l’hémoglobine. Cela montre que la présence des NP en solution n’induit pas de diminution de 
l’intensité du signal ni de la valeur de Δε mesurée.  
Les spectres en dichroïsme circulaire de l’hémoglobine adsorbée à pH 6 et à pH 7,4 sur les NP de 
silice 20 nm présentent une diminution de │Δε│ par rapport à la protéine libre en solution, ce qui 
montre une modification importante de la structure de l’hémoglobine adsorbée (Fig. 5-2). Ils 
conservent une forme relativement similaire à celle de l’hémoglobine libre et l’intensité relative des 
deux minima varie peu. Cela suggère qu’une partie de la structure en hélices de l’hémoglobine est 
désorganisée lors de l’adsorption, sans apparition d’un nouveau type de structure secondaire, par 
opposition à l’étude de Mahato qui conclut à la formation de feuillets-β au sein de l’hémoglobine lors 
de l’adsorption sur des NP d’argent (15). 
La variation la plus importante de Δε est mesurée pour la concentration la plus élevée en NP, sans 
qu’une relation linéaire entre perte d’hélicité et concentration en NP se dessine. L’incertitude sur les 
spectres, qui augmente lorsque la concentration en NP augmente, ne permet cependant pas de 
conclure. La plus grande variation de Δε à pH 6 qu’à pH 7,4 peut être simplement due à une plus 
grande fraction de l’hémoglobine adsorbée à pH 6. 
Pour mieux comprendre ces changements, la structure secondaire de l’hémoglobine libre et 
adsorbée a été calculée selon deux méthodes : une estimation de l’hélicité fh à partir de la valeur de 
∆ɛ  à 222 nm (eq. 1) (16, 17) et par déconvolution des spectres à l’aide du logiciel CDNN (18).  
௛݂ ൌ ߂ߝሺʹʹʹ݊݉ሻ ή ଶଷସ଴ଷ଴ଷ଴଴      (eq. 1) 
Les spectres analysés sont ceux de l’hémoglobine libre et adsorbée à une concentration en NP de 6 
mg/mL pour laquelle l’hémoglobine est adsorbée à 99% à pH 6 et à 86% à pH 7,4 (tableau 5-4).  
 
 
160 
 
 Hélices  
Hb libre pH 6 et 7,4 80-82 % 
Hb adsorbée pH 6 49 % 
Hb adsorbée pH 7,4 65 % 
Tableau 5-4. Pourcentage d’hélices de l’hémoglobine libre et adsorbée sur les NP 
de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl à pH 6 (C=6 mg/mL) calculée selon (16, 17) 
La déconvolution des spectres de l’hémoglobine libre par CDNN fait apparaître des feuillets-β (>10%) 
dans la structure de l’hémoglobine. Cette déconvolution n’a donc pas été utilisée car elle n’est pas 
représentative de la structure de l’hémoglobine. A partir de la mesure de Δε à 222 nm, l’hélicité de 
l’hémoglobine libre est estimée à 80% et 82% à pH 6 et 7,4, ce qui est conforme aux valeurs 
attendues pour l’hémoglobine (10-12). L’hélicité de l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est 
bien plus faible et n’est plus que de 49% à pH 6 et 65% à pH 7,4.  
La diminution moins importante de l’hélicité à pH 7,4 peut être liée à la plus faible quantité 
d’hémoglobine adsorbée (86% à pH 7,4 contre 99% à pH 6). Cela signifie qu’il y a une contribution de 
14% de l’hémoglobine libre au signal mesuré à pH 7,4. Après correction, l’hélicité de l’hémoglobine 
adsorbée à pH 7,4 peut être estimée à 62%, ce qui reste supérieure à l’hélicité de l’hémoglobine 
adsorbée à pH 6. L’adsorption de l’hémoglobine étant moins importante à pH 7,4, il est possible que 
les forces d’interaction entre protéine et surface, par exemple via les interactions électrostatiques 
entre résidus basiques et groupements chargés à la surface de la silice, soient plus faibles à un pH 
plus élevé. Le nombre ou la force des contraintes subies par l’hémoglobine adsorbée seraient alors 
plus faibles, ce qui pourrait expliquer la perte de structure moins importante de l’hémoglobine.  
La perte d’hélicité lors de l’adsorption reste néanmoins moindre comparée à celle observée lors de la 
dénaturation irréversible en température ou en milieu acide de la protéine (19).  
Une partie des liaisons hydrogène qui permettent la formation des hélices de l’hémoglobine est donc 
déstabilisée lors de l’adsorption. Cependant, la mesure globale par dichroïsme circulaire ne nous 
permet pas de savoir si la perte de structure est due uniquement à une interaction directe avec la 
surface (interactions électrostatiques avec SiO-, liaisons hydrogène) ou si un effet de déstabilisation 
« à distance » peut être impliqué (20). En effet, si l’hémoglobine est « ancrée » sur la surface via des 
interactions fortes entre résidus basiques et charges négatives de surface, alors une contrainte 
mécanique peut être générée sur des domaines de la protéine qui ne sont pas en interaction directe 
avec la surface en « étirant » ou en distordant la structure de la protéine. 
Cela signifie que les parties déstructurées de l’hémoglobine adsorbée ne correspondent pas 
nécessairement aux seules zones d’interaction de la protéine avec la surface de silice. 
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Une sous-unité d’hémoglobine de porc est formée de 141 acides aminés pour les sous-unités α 
(structure P01965.pdb) et 147 pour les sous-unités β (structure P02067.pdb) (21). Si chaque 
monomère est constitué de 80% d’hélices, alors 113 et 118 acides aminés de chacun des monomères 
se trouvent au sein d’une hélice. Si l’on suppose qu’il suffit qu’un résidu par tour d’hélice soit en 
interaction avec la surface pour déstructurer une hélice (ici par effet direct), une perte d’hélicité de 
40% de l’hémoglobine adsorbée correspondrait à l’interaction de 12 résidus au minimum avec la 
surface et correspondrait à une interaction très localisée. Il est probable que les deux effets, par 
interaction directe et « à distance », soient impliqués dans la perte de structure de l’hémoglobine 
adsorbée.  
L’hémoglobine perd ainsi une partie de sa structure secondaire lorsqu’elle est adsorbée sur les NP de 
silice, mais également sur les NP CdS (quantum dots) (22) et sur les NP d’argent (15). Pour ces trois 
types de nanoparticules, une diminution de l’hélicité de la protéine et une augmentation du 
pourcentage de la structure désordonnée est observée, bien que l’apparition de feuillets-β soit 
également proposée lors de l’adsorption de l’hémoglobine sur les NP d’argent (23). 
Structure secondaire de l’hémoglobine désorbée 
La structure secondaire de l’hémoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7 (voir chap. 
4, §4) a été analysée par dichroïsme circulaire et comparée à celle de l’hémoglobine en solution au 
même pH (Fig. 5-3).  
 
Figure 5-3. Spectre de dichroïsme circulaire de l’hémoglobine libre (en bleu) et 
désorbée des nanoparticules de silice 20 nm (en rose) en tampon Tris-HCl 10 mM à 
pH 8,7 (CHb = 10 µM). Désorption en tampon Tris-HCl 100 mM puis analyse en 
tampon Tris-HCl 10 mM. Les spectres sont coupés à 200 nm en raison de la forte 
absorbance du tampon. 
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Le spectre de l’hémoglobine désorbée est identique à celui de l’hémoglobine libre. La perte partielle 
d’hélicité de l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est donc réversible après désorption. 
L’adsorption permet de stabiliser l’hémoglobine dans un nouvel état structural et la protéine peut 
passer d’un état à l’autre de façon réversible (eq. 2). ܪܾ௟௜௕௥௘ ֖ ܪܾ௔ௗ௦௢௥௕±௘    (eq. 2) 
L’adsorption peut également être vue comme un nouveau « stress » pour la protéine avec résilience, 
tout au moins du point de vue structural. La prochaine étape de cette étude est de déterminer si la 
déstructuration de s’accompagne d’une dénaturation, c’est-à-dire d’une perte d’activité de 
l’hémoglobine adsorbée (voir chap. 7). Seule une activité totalement native de la protéine désorbée 
peut indiquer une totale réversibilité des modifications provoquées par l’adsorption.  
2.2 Myoglobine et nanoparticules de silice 7 nm 
Une première étude de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm a 
été réalisée par spectroscopie infrarouge à 25°C (Fig. 5-4). 
 
Figure 5-4. Spectres infrarouge de la myoglobine libre (bleu) et adsorbée (rouge) 
sur les nanoparticules de silice 7 nm, dans une solution de D2O, après soustraction 
du spectre du tampon et des nanoparticules en solution. Les spectres sont 
normalisés à 1456 cm
-1
, dont la composante principale est la vibration de D2O. La 
myoglobine est adsorbée à 95% sur les NP de silice. 
Les solutions ont été préparées dans D2O pour s’affranchir du signal de l’eau légère, situé dans la 
même région que celle de la bande amide I caractéristique de la structure secondaire de la protéine 
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située entre 1600 et 1700 cm-1. Les solutions très concentrées en protéine (CMb = 5 mM) sont 
analysées dans D2O, contrairement aux solutions diluées analysées par dichroïsme circulaire (CMb = 
10 µM). Cependant, les constantes d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice en tampon 
Phosphate et dans l’eau sont similaires : le système étudié est donc équivalent en première 
approximation.  
Les solutions de myoglobine, avec et sans NP, ont la même concentration en protéine dans l’eau, 
mais le trajet optique de la suspension de NP n’est pas connu. Pour permettre la comparaison des 
spectres, ceux-ci ont été normalisés à la bande de vibration de D2O à 1456 cm
-1.  
Le spectre infrarouge de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice présente une diminution 
d’intensité et un élargissement de la bande amide I’ entre 1600 et 1700 cm-1. Les différentes 
composantes de la bande amide peuvent être identifiées à partir de la dérivée seconde de 
l’absorbance (Fig. 5-5) (9).  
 
Figure 5-5. Dérivée seconde de la bande amide I’ de la myoglobine libre (rose) et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm (orange). Le type de structure 
secondaire associé aux composantes principales est indiqué d’après  (24) 
La composante principale de la bande amide I’ de la myoglobine libre se situe à 1651 cm-1, ce qui est 
cohérent pour une protéine dont la structure secondaire est composée de 7 hélices-α dont la 
position moyenne se trouve à 1653 cm-1 (la contribution de l’hélice 310 de l’hémoglobine se situe 
quant à elle à 1641 cm-1) (24). La composante secondaire située à 1668 cm-1 peut être attribuée aux 
coudes. La composante située à 1658 cm-1 est probablement aussi liée à la structure en hélices, car la 
composante associée aux hélices dépend de la longueur et de la courbure de celles-ci et peut 
s’étendre jusqu’à 1660 cm-1 (25).  
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Les composantes principale et secondaire de la bande amide I’ de la myoglobine adsorbée se situent 
aux mêmes positions à  1651 cm-1 et à 1668 cm-1, ce qui indique que la structure de la myoglobine 
adsorbée est également composée d’hélices et de coudes. Une nouvelle composante secondaire 
apparaît cependant à 1645 cm-1 et peut être attribuée à la structure désordonnée (24) au sein de la 
protéine adsorbée. D’autre part, l’aire relative des différentes composantes montre une diminution 
de la structure en hélices et une apparition de la structure désordonnée pour la myoglobine 
adsorbée.  
Il est toutefois difficile de quantifier la perte de structure avec cette approche car la normalisation 
n’est pas parfaite. De plus, la mise en place d’une suspension de NP de silice entre deux fenêtres très 
fragiles de CaF2 est délicate. La longueur des trajets optiques est donc peu reproductible. 
Pour valider ces premières données, nous avons analysé la structure secondaire de la myoglobine 
adsorbée par dichroïsme circulaire. Les mesures ont été réalisées sur la myoglobine libre et adsorbée 
sur les NP de silice 7 nm en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6 et en tampon Phosphate 10 mM à pH 
7,4 (Fig. 5-6, page suivante).  
Dans les conditions de mesure du dichroïsme, à une concentration en myoglobine de 10 µM et une 
concentration en NP de 6 mg/mL, la quantité de myoglobine adsorbée est de 97% à pH 6 et de 69% à 
pH 7,4 (tableau 5-5).  
CNP (mg/mL) 
Mb adsorbée (%) 
pH 6                    pH 7,4                   pH 8,7 
2,0 77 % 36 % 3 % 
4,0 91 % 56 % 9 % 
6,0 97 % 69 % 12 % 
Tableau 5-5. Pourcentage de myoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice 
7 nm  en fonction de la concentration en NP et du pH de la solution en tampon 10 
mM BisTris-HCl à pH 6, Phosphate à pH 7,4 et Tris-HCl à pH 8,7 pour une 
concentration en myoglobine de 10 µM 
L’analyse à pH 6 permet une mesure directe du spectre de la myoglobine adsorbée, tandis que le 
spectre mesuré à pH 7,4 est la somme de deux contributions, celle de la myoglobine libre en solution 
et celle de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice. En tampon Tris-HCl 10 mM à pH 8,7, la 
quantité de myoglobine non adsorbée reste très majoritaire (88%). Cette solution reste un témoin 
négatif correct pour notre système.  
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Figure 5-6. Spectres de dichroïsme circulaire de la myoglobine à 10 µM en tampon 
10 mM BisTris-HCl à pH 6 (a), Phosphate à pH 7,4 (b) et Tris-HCl à pH 8,7 (c) : seule 
(en bleu) et en présence des nanoparticules de silice 7 nm à une concentration de 2 
mg/mL (en vert), 4 mg/mL (en orange) et 6 mg/mL (en rouge). Le spectre de la 
myoglobine à pH 8,7 est tronqué de 190 à 200 nm en raison de la plus forte 
absorption du tampon Tris-HCl dans l’UV. 
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Le spectre de la myoglobine libre, tout comme celui de l’hémoglobine, est caractéristique d’une 
protéine structurée en hélices. Les spectres de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice à pH 6 et 
7,4 présentent une variation très importante de Δε sans modification de la forme du spectre, ce qui 
indique une diminution de l’hélicité de la myoglobine adsorbée sur la surface de silice, cohérente 
avec l’observation réalisée en spectroscopie infrarouge. L’évolution de Δε avec la concentration en 
NP n’est pas linéaire : cela pourrait indiquer que la perte de structure dépend de la couverture en 
myoglobine de la surface (26). 
L’hélicité calculée à partir de la mesure à 222 nm est reportée ci-dessous (17) (tableau 5-6). La 
déconvolution des spectres par le logiciel CDSSTR (27) n’est pas présentée car l’hélicité calculée pour 
la myoglobine libre n’est pas cohérente avec la structure connue de la protéine.  
 pH Hélices % Mb adsorbée 
Hélices * 
Mb adsorbée 
Mb libre pH 6 pH 6 85 % - - 
Mb + NP SiO2 7 nm 
pH 6 46 % 97 % 45 % 
pH 7,4 54 % 69 % 40 % 
pH 8,7 80 % 12 % 43 % 
Tableau 5-6. Pourcentage d’hélices de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de 
silice 7 nm (CNP = 6 mg/mL) en tampon 100 mM BisTris-HCl à pH 6, Phosphate à pH 
7,4 et Tris-HCl à pH 8,7 calculée selon (16, 17). L’hélicité (*) est calculée pour la 
myoglobine 100% adsorbée en fonction de la quantité de myoglobine adsorbée. 
L’hélicité mesurée pour la myoglobine libre en solution est conforme à la structure de la myoglobine 
(28), dans la limite des incertitudes liées à la mesure (7, 8, 10, 11, 13, 14). La légère diminution de 
l’hélicité mesurée à pH 8,7 est parfaitement compensée par une contribution de 12% au signal de la 
myoglobine adsorbée, égale à la quantité de myoglobine adsorbée dans ces conditions. Après 
soustraction du signal de la myoglobine adsorbée, le spectre de la myoglobine libre en présence des 
NP n’est donc pas altéré lors de la mesure.  
L’hélicité mesurée est pondérée par la quantité de myoglobine adsorbée pour permettre la 
comparaison de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée seule, sans contribution de la 
protéine libre en solution : l’hélicité calculée est comprise entre 40 et 45% quelles que soient les 
conditions de pH et de tampon. Si la quantité de myoglobine adsorbée et la constante d’adsorption 
varient en fonction du pH (voir chap. 4, §3), la structure secondaire de la myoglobine adsorbée 
semble identique quelles que soient les conditions et est caractérisée par une diminution de l’ordre 
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de 50% de l’hélicité de la myoglobine. Une diminution de l’hélicité de la myoglobine a également été 
observée lors de l’adsorption sur des NP d’oxyde de zirconium (29).  
La perte d’hélicité de la myoglobine adsorbée est comparée à la perte de structure de la myoglobine 
dénaturée rapporté dans la littérature : la perte d’hélicité est de 71% à 70°C et de 85% à pH 2 (30). La 
perte d’hélicité lors de l’adsorption est moindre que celle observée lors de la dénaturation 
irréversible de la myoglobine, ce qui rejoint les résultats obtenus sur l’hémoglobine (voir §2.1). 
Cependant, un surfactant, le SDS, occasionne une perte d’hélicité de 50% de la myoglobine lors de la 
dénaturation (31). L’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice a donc, en moyenne, un impact 
équivalent au SDS en termes de déstructuration. La perte partielle de structure de la myoglobine 
adsorbée rejoint l’hypothèse d’un « étalement » de la myoglobine sur la surface de silice lors de 
l’adsorption, ce qui conduit à une plus grande surface occupée que celle estimée pour une protéine 
native (voir §1). Toutefois, la myoglobine n’étant pas totalement déstructurée, cela suggère qu’une 
certaine hétérogénéité de la surface prévaut également lors de l’adsorption, la NP n’étant pas 
totalement couverte par les protéines (voir §1, Fig. 1-1). 
Dans la myoglobine native, 112 des 153 acides aminés de la protéine se trouvent impliqués dans une 
des huit hélices. Lors de l’adsorption, il y a donc de l’ordre de 56 acides aminés qui ne forment plus 
d’hélices.  
Du point de vue thermodynamique, l’enthalpie de formation d’une hélice est en moyenne de 2,8 
kJ.mol
-1
 par acide aminé (pour la myoglobine) (32). La formation des hélices de la myoglobine est 
ainsi favorisée par la diminution de l’enthalpie globale de la protéine d’environ 315 kJ.mol-1 lors du 
repliement. La perte de 50% des hélices correspondrait à une augmentation défavorable de 
l’enthalpie de la protéine adsorbée d’environ 160 kJ.mol-1. Or l’adsorption de la myoglobine sur les 
NP est caractérisée par une contribution enthalpique globalement favorable (réaction exothermique) 
(voir chap. 4, §5), ce qui signifie que d’autres contributions favorables à l’adsorption contrebalancent 
l’augmentation de l’enthalpie liée à la perte de structure, par exemple par formation d’interactions 
électrostatiques entre myoglobine (Arg, Lys) et silice (SiO-).  
Structure secondaire de la myoglobine désorbée 
Afin de déterminer si la myoglobine, comme l’hémoglobine, peut retrouver une structure native 
après désorption, la solution de myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm en tampon BisTris-HCl 
à pH 6 a été dialysée contre un tampon Tris-HCl à pH 8,7 pour permettre sa désorption et l’étude de 
sa structure. 
168 
 
Contrairement à l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm, la désorption de la myoglobine 
des NP de silice 7 nm est partielle et dépend de la concentration du tampon. La myoglobine est 
désorbée à 69% en tampon Tris-HCl 10 mM et à 87% en tampon 100 mM à pH 8,7. La myoglobine 
désorbée dans ces deux conditions a été analysée par dichroïsme circulaire après centrifugation des 
NP et dilution des solutions en tampon Tris-HCl 10 mM pour l’analyse (Fig. 5-7). 
 
Figure 5-7. Spectres de dichroïsme circulaire de la myoglobine libre (bleu) et 
désorbée des nanoparticules de silice 7 nm en tampon Tris-HCl 10 mM (vert) et 
Tris-HCl 100 mM (rose) à pH 8,7 (CMb = 10 µM) 
La myoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 100 mM retrouve une structure native, son spectre est 
identique à celui de la myoglobine de référence. Au contraire, la myoglobine désorbée en tampon 
Tris-HCl 10 mM présente une diminution de 12% de son hélicité après désorption : la protéine n’est 
donc pas totalement restructurée après désorption. Le même effet a été observé après adsorption et 
désorption de la myoglobine des NP de silice 20 nm dans ces deux conditions de tampon (perte 
d’hélicité de 9% après désorption en tampon 10 mM). Il semble qu’une désorption de la myoglobine 
dans des conditions moins efficaces, ici une force ionique plus faible, ne permette pas une 
restructuration complète de la protéine. 
Les spectres UV-visible de la myoglobine désorbée ont également été comparés (voir §4.2). Cette 
observation ayant été faite en fin de thèse, nous n’avons pas eu le temps de poursuivre cette étude à 
l’aide d’autres techniques pour identifier si différentes populations de myoglobine plus ou moins 
déstructurées étaient présentes (électrophorèse en conditions non dénaturantes, centrifugation 
pour séparer les agrégats des protéines peu dénaturées) et quelles sont les régions de la myoglobine 
désorbée qui restent déstructurées (par cartographie de surface ou par échange H/D par exemple). 
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L’analyse de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée par dichroïsme circulaire ne permet 
pas d’aller plus loin dans l’analyse de la structure de la protéine adsorbée, c’est-à-dire de déterminer 
quels sont les résidus qui ne participent plus à la structure en hélice. Pour identifier les résidus en 
interaction directe avec la surface et ceux qui ne forment plus d’hélice après adsorption, d’autres 
techniques d’analyse sont nécessaires afin de passer d’une analyse globale de la protéine adsorbée à 
une analyse par acide aminé, telles que la RMN à deux dimensions (33), la mesure des échanges H/D 
(34, 35), la digestion enzymatique (36) ou le marquage des surfaces d’interaction entre protéines au 
sein d’un complexe par irradiation (37). C’est cette dernière méthode que nous avons développée 
pour identifier les zones d’interactions de la myoglobine avec la surface de silice (voir §6). 
2.3 Comparaison avec d’autres systèmes d’adsorption protéine-silice 
L’évolution de la structure secondaire de l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm et de la 
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm est similaire et caractérisée par une diminution 
importante de l’hélicité de la protéine adsorbée de 40% pour l’hémoglobine et de 50% pour la 
myoglobine. Les mécanismes d’adsorption des deux protéines semblent proches, en termes de 
modifications de la structure secondaire de la protéine adsorbée. Ces observations sont en accord 
avec un modèle d’étalement de la protéine sur la surface lors de l’adsorption, à l’origine d’une perte 
partielle de sa structure, même si cela n’implique pas nécessairement que toutes les régions 
déstructurées de la protéine soient en interaction directe avec la surface.  
Une perte partielle de la structure des protéines lors de l’adsorption sur la silice a également été 
observée pour d’autres protéines, par exemple le lysozyme (16, 38), l’anhydrase carbonique (39), la 
BSA (40, 41) ou l’immunoglobuline G (42). Or la structure secondaire de ces protéines est très 
différente : si la myoglobine, l’hémoglobine, la BSA et le lysozyme sont des protéines globulaires 
structurés principalement en hélices, l’immunoglobuline G et l’anhydrase sont quant à elles 
structurées principalement en feuillets-β. Pourtant dans les deux cas, la structure secondaire de la 
protéine est altérée après adsorption sur la silice. L’organisation d’une protéine en hélices ou en 
feuillets n’est donc pas un frein à l’adsorption sur une surface de silice.  
Toutefois, un phénomène exactement opposé peut être observé lors de l’adsorption d’un peptide 
synthétique (YARQQRAEARQQRAHARQKRAEARQQRA) dont la séquence a été élaborée de façon à 
conduire à la formation d’hélice lors de l’adsorption, grâce aux interactions entre arginine et silice 
(43). Cette étude montre que les résidus arginine peuvent être de véritables points d’ancrage du 
peptide sur la silice, ici à l’origine de sa structuration.  
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Pour expliquer la perte de structure observée ici, on peut rappeler que l’étude de l’adsorption des 
protéines de levure sur les NP de silice (voir chap. 4, §7.2) a montré que les résidus basiques jouaient 
un rôle important lors de l’adsorption en permettant la formation d’interactions électrostatiques 
entre la charge positive des résidus et la charge négative des silanols de la surface. Les interactions 
électrostatiques entre acides aminés basiques et silice pourraient également expliquer l’absence 
d’adsorption et la désorption à pH 9 (les résidus basiques sont en partie déprotonés et la protéine se 
« décroche » plus facilement de la surface) et la réversibilité des modifications observées avec le 
repliement en structure native de la protéine après désorption. Il est donc probable que les résidus 
basiques de la myoglobine jouent le même rôle de point d’ancrage sur les NP de silice, ce qui peut 
générer des forces de tension sur la structure secondaire et une distorsion de celle-ci lors de 
l’adsorption.  
2.4 Quel lien entre résidus basiques, adsorption et perte d’hélicité ? 
Dans cette discussion, nous faisons l’hypothèse qu’il existe un lien entre adsorption sur la silice par 
les résidus basiques et déstructuration d’une partie de la myoglobine adsorbée. 
La myoglobine compte 19 résidus lysine et 2 résidus arginine. La répartition de ces résidus dans la 
myoglobine est présentée ci-dessous (tableau 5-7). 
Structure Lysine Arginine 
Hélice-α A K16  
Hélice-α B  R31 
Hélice-310 C K42  
Coude 310 CD K45, K47, K50  
Hélice-α D K56  
Hélice-α E K62, K63  
Coude β EF K77, K78, K79  
Hélice-α F K87, K96  
Hélice-α G K102, K118  
Coude β GH   
Hélice-α H K133, K145, K147 R139 
Désordonnée K98  
Tableau 5-7. Répartition des acides aminés basiques, lysine et arginine, au sein de 
la structure secondaire de la myoglobine (28, 44). L’histidine qui n’est par chargée 
à pH 6 et 7,4 n’est pas prise en compte dans les acides aminés basiques.  
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Lors de l’adsorption sur les NP de silice 7 nm, la myoglobine perd 50% de sa structure en hélice, sans 
que l’on puisse dire si l’ensemble des hélices est partiellement déstabilisée ou si quelques hélices 
sont plus affectées que d’autres. Si l’on se base sur les interactions électrostatiques entre résidus 
basiques et silice, il est logique de penser que les hélices les plus riches en résidus basiques sont 
celles qui interagissent le plus avec la surface, telles que les hélices E, G et H (Fig. 5-8).  
 
Figure 5-8. Représentation des 19 résidus lysine (rouge) et des 2 résidus arginine 
(jaune) au sein de la structure de la metmyoglobine de cœur de cheval, d’après 
1YMB.pdb (28). L’hème est représenté en vert (Pymol). 
Un autre site favorable à l’adsorption est composé des résidus lysine K77, K78 et K79 (coude EF) qui 
forment un groupe de trois résidus chargés positivement et pourraient interagir fortement avec la 
silice du fait de cette concentration de charge. Lundqvist a montré que lors de l’adsorption de 
l’anhydrase carbonique sur des NP de silice, une région contenant trois lysine successives était 
directement impliquée dans l’adsorption de la protéine sur la surface (la protéine adsorbée est 
digérée par une enzyme et les fragments manquants sont supposés être en interaction avec la 
surface) (36). D’autre part, lors de l’adsorption du lysozyme sur l’hydroxyapatite, un site de fixation 
comprenant deux arginine et deux lysine a été identifié, ces acides aminés jouant un rôle important 
au cours de l’adsorption de la protéine sur la surface (33). Enfin, les protéines de levure 
préférentiellement adsorbées sur les NP de silice sont plus riches en clusters de charges que les 
protéines non adsorbées (voir chap. 4, §7.2). De même, au sein de l’hélice H les quatre résidus 
basiques sont séparés seulement par un à cinq autres résidus. Si plusieurs de ces résidus 
interagissent avec la surface, alors l’hélice les contenant pourrait être déstabilisée.  
172 
 
Les résultats de protéomique (voir chap. 4, §7.3) suggèrent que les sites hydrophobes bien structurés 
sont peu favorables à l’adsorption. On peut se demander si la cavité hydrophobe contenant l’hème 
serait moins déformable et moins sensible à l’adsorption sur la silice que d’autres régions de la 
myoglobine.  
La poche hydrophobe de l’hème est formée par les hélices B, C, G et ses parois sont formées par les 
hélices E et F (45). Certains résidus de l’hélice C et des coudes CD et FG sont liés à l’hème via leurs 
chaînes latérales (4). Les hélices A, G et H forment de façon plus générale le cœur hydrophobe 
compact de la myoglobine (46). L’hème contient également deux groupements propionate chargés 
négativement : le premier est tourné vers l’extérieur et forme un pont salin avec le résidu lysine K45 
situé sur le coude CD, tandis que le second forme des liaisons hydrogène avec les résidus sérine S92 
et histidine H97 situés sur l’hélice F. Les hélices entourant l’hème sont-elles désorganisées lors de 
l’adsorption ou au contraire préservées ? Buijs a montré par échange H/D que la structure de la 
myoglobine autour de l’hème n’était pas ou peu déstabilisée lors de l’adsorption sur les NP de silice 
(fumée de silice de 11 nm), contrairement aux hélices A et H, et à une partie des hélices B et G, qui 
perdent en stabilité structurale (47). Cependant, leurs résultats indiquent également qu’une zone 
plus large, comprenant les hélices C, D et une partie de l’hélice E (l’étude ne permet pas d’étudier 
individuellement les hélices), qui forment bel et bien une partie de la cavité hydrophobe de l’hème, 
présentent une forte augmentation de l’hétérogénéité de structure lors de l’adsorption. Or le coude 
CD et le coude EF sont particulièrement riches en acides aminés basiques : une adsorption non 
spécifique et multisite, où plusieurs régions riches en résidus basiques peuvent interagir avec la 
surface de silice, pourrait expliquer la plus grande hétérogénéité de conformation de cette région 
après adsorption. 
On peut noter que nous n’avons pas observé de relargage de l’hème lors de l’adsorption de la 
myoglobine et de l’hémoglobine sur les NP de silice, ce qui montre que l’intégrité des protéines est 
conservée.  
3. Stabilité de la myoglobine adsorbée sur la silice 
3.1 Température et enthalpie de dénaturation 
La stabilité en température de la myoglobine adsorbée sur la silice a été comparée à celle de la 
myoglobine libre en solution. La température et l’enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et 
adsorbée sur les NP de silice 7 nm ont été mesurées par microcalorimétrie DSC au laboratoire PAPC 
de l’Université de Bourgogne. La microcalorimétrie requiert une concentration élevée en protéine 
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(plusieurs mM) ce qui nécessiterait des concentrations très élevées en tampon et perturberait notre 
système. Nous avons choisi de travailler sans tampon pour ne pas perturber la mesure.  
Ces mesures sont complémentaires de l’analyse de la dynamique de la myoglobine adsorbée, 
réalisée par diffusion incohérente de neutrons (voir chap. 6) sur une solution concentrée en 
myoglobine et préparée dans D2O. Par soucis d’homogénéité, les mesures par microcalorimétrie DSC 
et par diffusion de neutrons ont été réalisées sur les mêmes échantillons : myoglobine libre et 
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm en solution dans D2O. L’adsorption de la myoglobine 
n’est par ailleurs pas modifiée dans D2O. 
Les thermogrammes de dénaturation en température de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP 
de silice 7 nm dans D2O ont été mesurés de 20 à 100°C (Fig. 5-9). 
 
Figure 5-9. Thermogrammes de la myoglobine libre (bleu) et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 7 nm (rouge) dans une solution de D2O. Les lignes de base 
utilisées pour l’intégration des thermogrammes et le calcul de l’enthalpie de 
dénaturation sont représentées en pointillés.  
La dénaturation de la myoglobine libre s’accompagne d’un pic étroit de transition de 66 à 82 °C avec 
une température de dénaturation Td = 73,6 ± 0,2 °C, tandis que la dénaturation de la myoglobine 
adsorbée sur la silice s’accompagne d’une transition beaucoup plus large de 35 à 100°C avec un pic 
de dénaturation peu marqué à Td = 70,1 ± 1,0 °C. Les transitions observées sont irréversibles dans les 
deux cas. Interpréter des données thermodynamiques hors équilibre est possible si l’on fait 
l’hypothèse que la variation de chaleur mesurée est due principalement aux effets de dénaturation 
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de la protéine, c’est-à-dire que les variations de chaleur liées aux modifications irréversibles de la 
protéine dénaturée, tels que l’agrégation, sont mineures comparées à la dénaturation (48).  
La température de dénaturation de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice est en moyenne plus 
faible de 3,5°C par rapport à celle de la myoglobine libre, ce qui montre une diminution de la stabilité 
de la myoglobine adsorbée, et s’accompagne d’un étalement important de la zone de transition. 
Pour évaluer la différence d’énergie nécessaire pour dénaturer la myoglobine libre et adsorbée, la 
variation d’enthalpie associée à la dénaturation est calculée à partir de l’intégration du pic de 
dénaturation, ce qui permet de prendre en compte l’ensemble des conformations (tableau 5-8). 
 Td (°C) ΔHd (kJ/mol) 
Mb libre 73,6 ± 0,2 440 ± 30 
Mb adsorbée 70,1 ± 1,0 290 ± 30 
Tableau 5-8. Température et enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm en solution D2O calculées à partir de 
trois expériences indépendantes 
 L’enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée est une fois et demie plus faible que celle de 
la myoglobine libre. Un apport d’énergie plus faible permet de dénaturer l’ensemble des molécules 
de myoglobine adsorbées sur les NP de silice. Une diminution aussi importante de l’enthalpie de 
dénaturation a aussi été rapportée pour le lysozyme adsorbé sur une surface de silice (49). 
La diminution de l’enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée peut être expliquée soit par 
une diminution de la stabilité de l’état initial (à 25°C), soit par une augmentation de la stabilité de 
l’état final (à 73°C) (50). Ces deux hypothèses correspondent à deux mécanismes distincts : la 
déstabilisation de la myoglobine adsorbée à 25°C comparée à la myoglobine libre native d’une part, 
l’augmentation de la stabilité de la myoglobine adsorbée dénaturée et donc une différence de 
structure entre myoglobine dénaturée libre et adsorbée d’autre part (Fig. 5-10). 
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Figure 5-10. Schéma représentant les deux mécanismes possibles pouvant 
expliquer la diminution de l’enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée 
sur les NP de silice 7 nm 
La perte importante d’hélicité de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice mesurée par dichroïsme 
circulaire, qui correspond à une rupture de liaisons hydrogène intramoléculaires, peut expliquer la 
diminution de la stabilité de la myoglobine adsorbée à 25°C, confirmée par la diminution de la 
température de dénaturation de la myoglobine, et conduire à la diminution de l’enthalpie de 
dénaturation. Un comportement intermédiaire, dans lequel la myoglobine adsorbée dénaturée est 
stabilisée, est également possible. 
Des comportements assez différents sont toutefois observés en fonction du type de protéine et de 
surface. La stabilité thermique de la RNase, du lysozyme, de la β-lactoglobuline, de l’α-lactalbumine, 
de l’α-chymotrypsine et de la cutinase diminue effectivement après adsorption sur la silice (51, 52) et 
cela peut être associé à une diminution de la structuration des protéines adsorbées (48). Au 
contraire, la stabilité thermique de la BSA adsorbée sur la silice semble nettement augmentée et 
aucune transition liée à la dénaturation n’est observée jusqu’à une température de 90°C (41). 
Pourtant la BSA perd également une fraction de ses hélices-α lors de l’adsorption. D’après Giacomelli 
et Norde, l’adsorption de la BSA sur la silice se traduit à la fois par une perturbation de sa structure 
(la perte d’hélicité) et par l’apparition d’interactions intermoléculaires entre molécules adsorbées sur 
la surface (un gain d’enthalpie), interactions qui renforceraient la stabilité de la protéine. Enfin, lors 
de l’adsorption de l’α-chymotrypsine sur une surface hydrophobe de Téflon, la protéine gagne en 
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structure (augmentation de l’hélicité) et gagne en stabilité thermique, aucune transition n’étant 
visible jusqu’à une température de 100°C (48). Cela suggère que l’augmentation des interactions 
intramoléculaires liée à la réorganisation de la protéine lors de l’adsorption peut également conduire 
à une plus grande stabilité thermique.  
L’élargissement important de la zone de dénaturation en température de la myoglobine montre  que 
plusieurs conformations coexistent (48, 51, 52) et sont plus ou moins stables, certaines devenant 
sensibles à la dénaturation dès 35°C, alors que d’autres persistent jusqu’à 80°C. Alors que les 
mesures par dichroïsme circulaire ou par spectroscopie donnent un spectre moyen de la protéine 
adsorbée, cette observation est la première à montrer une hétérogénéité de conformations de la 
myoglobine adsorbée sur les NP de silice. Ce résultat montre également la limite des mesures 
moyennes de structure dans le cas des protéines adsorbées sur une surface, qui peuvent masquer 
une hétérogénéité de population. La structure de la myoglobine adsorbée sur la silice ne peut donc 
pas être représentée par une image figée, mais correspond à un ensemble de conformations de la 
protéine.  
L’hétérogénéité des conformations pourrait laisser penser à une interaction plutôt non spécifique 
entre myoglobine et silice, où les sites d’interaction de la protéine avec la surface peuvent varier (par 
exemple via des clusters de résidus basiques), mais pourrait également correspondre à une 
adsorption spécifique sur une surface hétérogène, où les sites d’adsorption varient. Il est très difficile 
de travailler sur une surface parfaitement homogène pour s’affranchir de cet effet de surface, et 
quasi impossible dans le cas des nanoparticules, qui présentent des défauts et des inhomogénéités à 
leur surface.  
Une diminution de la stabilité en température associée à une augmentation du nombre d’états ou de 
conformations de la protéine adsorbée a également été observée lors de l’adsorption de la 
myoglobine sur une surface de silice (51) et des NP d’oxyde de zirconium (29), de la chymotrypsine 
sur une surface de silice (48), du lysozyme et de la RNase sur des NP de silice (52) et de la BSA sur une 
surface d’hydroxyde d’aluminium (53). 
3.2 Quelle relation entre adsorption, perte de structure et 
dénaturation ? 
La microcalorimétrie ITC, la microcalorimétrie DSC et le dichroïsme circulaire nous ont permis 
d’observer indépendamment : 1) une adsorption favorisée de la myoglobine sur les NP de silice, 2) 
une perte partielle de structure, 3) une diminution de la stabilité en température de la myoglobine 
adsorbée. Quel lien peut-on faire entre perte d’hélicité et adsorption exothermique de la 
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myoglobine, qui correspondent à des variations d’enthalpie a priori opposées ? L’adsorption et la 
dénaturation de la myoglobine sont-elles comparables ou s’agit-il de mécanismes différents ? 
Nous pouvons comparer les variations d’enthalpie d’adsorption, de dénaturation et de 
déstructuration de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice à partir des mesures ITC (voir chap. 4, 
§5), DSC (voir §3.1) et de dichroïsme circulaire (voir §2.2). 
Déstructuration de la myoglobine et enthalpie d’adsorption favorable 
La déstructuration de la myoglobine lors de l’adsorption s’accompagne de la rupture de liaisons 
hydrogène intramoléculaires et génère une contribution enthalpique défavorable à l’adsorption. 
Nous avons calculé précédemment que la perte d’hélicité de 50% de la myoglobine adsorbée 
correspondait à une contribution enthalpique défavorable de 160 kJ.mol-1, tandis que la variation 
globale d’enthalpie lors de l’adsorption, mesurée par ITC, est de -16,1 kJ.mol-1.  
Pour définir quels types d’interaction entre protéine et silice peuvent contrebalancer la variation 
enthalpique défavorable induite par la perte d’hélicité, nous nous sommes intéressés aux enthalpies 
de liaison des acides aminés avec la silice estimées par Gromovoy pour tous les résidus sauf basiques 
(54). L’enthalpie de liaison de la lysine avec la silice a été estimée par simulation numérique par 
Latour (55) (tableau 5-9). 
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Résidu 
Composition Mb 
(%) 
Enthalpie de 
liaison résidu-silice 
(kJ.mol
-1
) (54, 55) 
Ala 9,8 -1,4 
Arg 1,3 nd 
Asn 1,3 -0,97 
Asp 5,2 -4,4 
Cys 0 -1,5 
Gln 3,9 -2,1 
Glu 8,5 -1,6 
Gly 9,8 -2,2 
His 7,2 nd 
Ile 5,9 nd 
Leu 11,1 -2,5 
Lys 12,4 -25,1 
Met 1,3 -3,2 
Phe 4,6 -6,0 
Pro 2,6 -5,8 
Ser 3,2 -0,55 
Thr 4,6 -1,5 
Trp 1,3 -2,9 
Tyr 1,3 -1,66 
Val 4,6 -3,1 
Moyenne pondérée (Mb) 
-2,5 kJ.mol
-1
  
par résidu  
(sans Arg et Lys) 
Tableau 5-9. Enthalpie de liaison des acides aminés sur une surface de silice 
d’après (54)  pour tous les résidus sauf basiques et d’après (55) pour la lysine  
L’enthalpie de liaison des résidus basiques sur la silice est un ordre de grandeur supérieure à celle 
des autres résidus grâce à la formation d’interactions électrostatiques fortes. L’enthalpie de liaison 
de la myoglobine avec la silice peut être estimée en suivant deux hypothèses : i) une adsorption non 
spécifique dans laquelle de nombreux résidus de surface interagissent avec la silice, par exemple via 
des liaisons hydrogène, ii) une adsorption pilotée par les interactions entre quelques résidus 
basiques et silice, via la formation d’interactions électrostatiques fortes (56-60). 
Dans le premier cas, la contribution moyenne pondérée par la composition de la myoglobine est de    
-2,5 kJ.mol-1 par résidu. Le nombre de résidus en interaction avec la silice est estimé à 30, grâce à la 
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mesure de la densité d’état vibrationnelle de la myoglobine adsorbée par diffusion incohérente de 
neutrons, présentée dans le chapitre suivant (voir chap. 6, §3). Si 30 résidus sont impliqués, cela 
représente une contribution favorable à l’adsorption de l’ordre de -75 kJ.mol-1. Dans le cas d’une 
interaction non spécifique entre myoglobine et silice, la contribution enthalpique favorable ne 
permet de compenser la variation défavorable de 160 kJ.mol-1 liée à la perte d’hélicité.  
Au contraire, l’interaction de 7 lysine avec la silice sur les 19 lysine de la myoglobine, permet de 
rendre compte de la variation totale d’enthalpie, c’est-à-dire de compenser la variation défavorable 
de 160 kJ.mol-1 et de permettre une contribution favorable de -16,1 kJ.mol-1. Cette estimation est 
réalisée pour la lysine car son enthalpie de liaison avec la silice est connue. L’enthalpie de liaison de 
l’arginine avec la silice est probablement du même ordre de grandeur par analogie, et on peut 
estimer que la fixation de 7 résidus basiques sur la surface de silice peut rendre compte de la 
variation d’enthalpie favorable de la myoglobine sur les NP de silice.  
Enthalpie d’adsorption de la myoglobine dénaturée 
La comparaison de l’enthalpie d’adsorption de la myoglobine native et de l’enthalpie de dénaturation 
de la myoglobine libre et adsorbée nous permet d’estimer l’enthalpie d’adsorption de la myoglobine 
dénaturée (Fig. 5-11). 
 
Figure 5-11. Estimation de l’enthalpie d’adsorption à 70°C de la myoglobine 
dénaturée en fonction de l’enthalpie d’adsorption de la myoglobine native et de 
l’enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 
7 nm 
Alors que l’enthalpie d’adsorption de la myoglobine native est de -16,1 kJ.mol-1 (à 25°C), l’enthalpie 
d’adsorption de la myoglobine dénaturée est estimée à -166 kJ.mol-1 (à 74°C). L’adsorption de la 
180 
 
myoglobine dénaturée serait donc fortement favorisée. Une mesure de l’isotherme d’adsorption de 
la myoglobine dénaturée sur la silice permettrait de confirmer ou non cette hypothèse et de mesurer 
la constante d’adsorption K dans ces conditions. De plus, une quantité de protéine adsorbée 
beaucoup plus importante à 70°C qu’à 20°C a été rapportée lors de l’adsorption de la SNase et du 
lysozyme sur une surface de silice (49).  
Un dernier point de discussion concerne la différence ou la ressemblance entre l’état dénaturé (en 
température) et l’état adsorbée de la myoglobine. Notre étude a montré que : 1) la perte d’hélicité 
de la myoglobine adsorbée est moins importante que celle associée à la dénaturation, 2) l’hème n’est 
pas affecté par l’adsorption, 3) la modification de structure est hétérogène au sein de la myoglobine 
adsorbée et entre molécules de myoglobine avec une plus grande distribution de populations, 4) la 
stabilité de la myoglobine adsorbée dénaturée pourrait différer de celle de la myoglobine libre 
dénaturée. Du point de vue structural, l’état adsorbé de la myoglobine montre plusieurs différences 
avec l’état dénaturé, auquel il est pourtant souvent assimilé. 
Nous allons maintenant nous intéresser plus spécifiquement à l’hème et étudier sa structure et ses 
propriétés électroniques après adsorption des hémoprotéines sur les NP de silice. 
4. L’hème, site actif de la myoglobine et de l’hémoglobine 
L’hème, formé d’une porphyrine et d’un atome de fer, constitue le site actif des hémoprotéines (Fig. 
5-12).  
 
Figure 5-12. Structure de l’hème de la metmyoglobine, complexe entre une 
protoporphyrine IX et un atome de fer (61). Fe
3+
 est coordiné aux 4 atomes d’azote 
des noyaux pyrroles, à un azote du résidu histidine H93 et à une molécule d’eau ou 
un groupement hydroxyle en fonction du pH de la solution 
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Une modification de la structure de l’hème ou de son environnement peut entraîner une variation de 
l’activité de fixation de l’oxygène de l’hémoglobine ou de ligands de la metmyoglobine. Grâce à la 
présence d’un atome de fer, physico-chimie et structure de l’hème peuvent être sondés 
spécifiquement afin de déterminer si le site actif de la myoglobine et de l’hémoglobine est modifié 
lors de l’adsorption de ces protéines sur les NP de silice.  
4.1 Hémoglobine et nanoparticules de silice 20 nm 
Les nanoparticules de silice n’absorbent pas la lumière mais la diffusent, ce qui entraîne une perte 
d’information spectroscopique. Les mesures par spectroscopie UV-visible de l’hémoglobine adsorbée 
sur les NP de silice deviennent ainsi de plus en plus bruitées lorsque la concentration en NP de la 
solution augmente. Pour améliorer la qualité des spectres, nous avons utilisé une sphère 
d’intégration qui permet de collecter toute la lumière diffusée par l’échantillon (voir chap. 2, §4.1). 
Les spectres UV-visible de l’oxyhémoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm ont de cette 
façon pu être mesurés avec une bonne résolution de 250 à 700 nm (Fig. 5-13, page suivante). 
Les spectres UV-visible de l’oxyhémoglobine libre et de l’oxyhémoglobine adsorbée sur les NP de 
silice 20 nm présentent les mêmes bandes d’absorption de la lumière : à 273 nm, 345 nm, 414 nm, 
541 nm et 576 nm. Aucun décalage en longueur d’onde des pics caractéristiques d’absorption de 
l’oxyhémoglobine n’est observé. L’intensité des pics est identique dans la région de 520 à 700 nm et 
est légèrement supérieure pour l’oxyhémoglobine adsorbée comparée à l’oxyhémoglobine libre de 
250 à 520 nm. La différence d’absorbance est observée sur l’ensemble du domaine et est d’autant 
plus importante que la longueur d’onde est proche de l’UV et que la concentration en NP est 
importante.  
Par ailleurs, les différences d’absorbance observées sont identiques à pH 6, pH 7,4 et pH 8,7. Puisque 
l’hémoglobine n’est pas adsorbée sur la silice à pH 8,7, les différences d’absorbance observées sont 
un artefact de mesure dû aux NP en solution. Une partie de la lumière diffusée par les NP n’est pas 
collectée par la sphère d’intégration et est donc « perdue », ce qui explique la légère augmentation 
de l’absorbance mesurée, en particulier dans la région proche de l’UV où la diffusion est plus 
importante.  
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Figure 5-13. Spectres UV-visible de l’oxyhémoglobine libre (bleu) (CHb = 10 µM)  et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm à une concentration de 4 mg/mL 
(orange) et de 7 mg/mL (rouge) en tampon 10 mM BisTris-HCl à pH 6 (a), en 
tampon Phosphate à pH 7,4 (b) et en tampon Tris-HCl à pH 8,7 (c). 
L’oxyhémoglobine n’est adsorbée sur la silice qu’à pH 6 et à pH 7,4. Les spectres 
sont normalisés à 576 nm pour corriger des différences de concentration. 
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La position des pics (en particulier le pic du Soret) est particulièrement sensible à la structure 
électronique de l’hème (62). Les bandes d’absorption à 414 nm, 541 nm et 576 nm sont dues aux 
transitions électroniques de l’hème. Aucun décalage en longueur d’onde du pic du Soret n’est 
observé. Le rapport d’intensité entre les bandes d’absorption à 541 et 576 nm est identique et il n’y a 
aucune augmentation de l’absorption à 630 nm ce qui signifie qu’il n’y a pas d’oxydation lors de 
l’adsorption sur la silice (63). Le pic d’absorption centré à 275 nm est associé aux transitions 
électroniques π → π* des résidus aromatiques de la globine. Le pic d’absorption à 345 nm est associé 
aux  liaisons hème-histidine. Dans les deux cas, aucune modification du spectre n’est associée à 
l’adsorption : les liaisons entre hème et globine ne semblent pas affectées par l’adsorption sur la 
silice.  
Hémoglobine désorbée 
Le spectre d’absorption UV-visible de l’oxyhémoglobine après désorption en tampon Tris-HCl 100 
mM à pH 8,7 a été mesuré (Fig. 5-14).  
 
Figure 5-14. Spectres UV-visible de l’oxyhémoglobine libre (bleu) et désorbée des 
nanoparticules de silice 20 nm (vert) en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7. Les 
spectres sont normalisés à 576 nm pour corriger de légers effets de concentration. 
Aucune différence entre oxyhémoglobine désorbée et oxyhémoglobine native n’est observée, 
quelles que soient les conditions initiales d’adsorption, c’est-à-dire en tampon BisTris-HCl, en tampon 
Phosphate ou dans l’eau. Les conditions de désorption n’induisent donc pas de modification ou 
d’oxydation de l’hème et préservent également la structure secondaire de l’oxyhémoglobine (voir 
§2.1). 
184 
 
La spectroscopie UV-visible ne montre pas de modification de la structure électronique de l’hème 
lors de l’adsorption de l’oxyhémoglobine sur les nanoparticules de silice. Nous n’avons pas non plus 
observé de différence entre les spectres de la déoxyhémoglobine libre et adsorbée sur les NP de 
silice (voir chap. 2, §6.2). Cependant, cela ne signifie pas que l’activité de l’hémoglobine reste 
inchangée après adsorption, en particulier compte-tenu des importantes modifications de structure 
observées. L’étude de l’activité de l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est présentée dans le 
chapitre 7. 
4.2 Myoglobine et nanoparticules de silice 7 nm 
Nous travaillons sur la metmyoglobine, dont l’activité sera testée par la fixation de deux ligands, 
azoture et imidazole (voir chap. 7, §1), car la forme native de la myoglobine purifiée est très instable 
et le fer est oxydé de façon irréversible pendant la purification. Le spectre visible de la 
metmyoglobine dépend du pH de la solution, notamment dans le domaine 450-700 nm (Fig. 5-15). 
 
Figure 5-15. Spectres visible de la metmyoglobine en tampon 100 mM BisTris-HCl 
à pH 6 (vert), Phosphate à pH 7,4 (bleu) et Tris-HCl à pH 8,7 (rouge) (CMb = 50 µM). 
Les formes aquometMb (ligand H2O) et hydroxymetMb (ligand HO
-
) sont en 
équilibre 
La metmyoglobine peut être sous forme aquometMb (ligand H2O) ou hydroxymetMb (ligand HO
-
). 
L’équilibre associé à un pKa de 9,04 ± 0,03 à 20°C (metmyoglobine de cœur de cheval) (64). A pH 6 et 
à pH 7,4, la metmyoglobine est majoritairement sous forme aquometMb, tandis qu’à pH 8,7 les 
formes aquometMb (66%) et hydroxymetMb (33%) sont toutes deux présentes (voir chap. 2, §4.1). 
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Les spectres UV-visibles de la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm à pH 6 et à 
pH 7,4 ainsi que celui de la metmyoglobine majoritairement non adsorbée en présence des NP de 
silice à pH 8,7 ont été mesurés à l’aide de la sphère d’intégration (Fig. 5-16).  
 
Figure 5-16. Spectres UV-visible de la metmyoglobine libre (bleu) (CMb = 10 µM) et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm à une concentration de 7 mg/mL 
(rouge) en tampon 100 mM BisTris-HCl à pH 6 (a), en tampon Phosphate à pH 7,4 
(b) et en tampon Tris-HCl à pH 8,7 (c). La myoglobine est adsorbée à 90% sur la 
silice à pH 6 et 7,4 et n’est pas adsorbée à pH 8,7.  
186 
 
Les spectres de la metmyoglobine adsorbée à pH 6 et à pH 7,4 ne présentent aucun décalage en 
longueur d’onde des bandes d’absorption, situées à 277, 409, 503 et 630 nm. De même aucun 
décalage en longueur d’onde des bandes d’absorption n’est observé en présence des NP à pH 8,7. 
Cela montre clairement que l’équilibre entre aquometMb et hydroxymetMb n’est pas modifié lors de 
l’adsorption.  
Une augmentation de l’absorbance dans la région proche UV est par contre visible sur l’ensemble des 
spectres de la myoglobine en présence de NP. Cette augmentation est identique à pH 7,4 
(metmyoglobine adsorbée) et à pH 8,7 (metmyoglobine adsorbée), elle ne provient donc pas d’une 
modification du spectre de la metmyoglobine adsorbée. Comme pour l’hémoglobine, l’augmentation 
de l’absorbance dans la région proche UV est certainement liée à la diffusion de la lumière par les NP 
de silice en suspension (voir §3.1).  
Le spectre de la metmyoglobine adsorbée à pH 6 présente toutefois une nette augmentation de 
l’absorbance à 277 nm, plus importante qu’à pH 7,4 ou à pH 8,7 (Fig. 5-13a). Cette absorbance peut 
être due soit à la diffusion de la lumière par des agrégats à pH 6, soit à une modification du spectre 
de la metmyoglobine adsorbée. En effet, l’absorption à 277 nm est associée aux transitions 
électroniques π → π* des résidus aromatiques de la myoglobine et des modifications structurales de 
de la metmyoglobine peuvent s’accompagner d’une augmentation de l’absorption des résidus 
aromatiques (65). La perte d’hélicité de la metmyoglobine lors de l’adsorption pourrait ainsi se 
traduire par un changement de l’environnement des résidus aromatiques, de leur exposition et donc 
de leur absorption. 
La diffusion de la lumière est caractérisée par une dépendance en longueur d’onde de type 1/λ4, 
tandis que l’absorbance des résidus aromatiques est centrée à 277 nm dans nos conditions. Pour 
déterminer quel effet est en jeu, les spectres de la metmyoglobine libre et adsorbée à pH 6 ont été 
soustraits : la composante principale est dépendante en longueur d’onde, ce qui indique que 
l’augmentation d’absorbance observée est due à la diffusion de la lumière, et probablement à une 
plus grande agrégation des NP en suspension en tampon BisTris-HCl à pH 6. Une agrégation de la 
myoglobine semble peu probable car la protéine adsorbée est toujours capable de fixer un ligand 
(voir chap. 7).  
Comme pour l’hémoglobine, l’adsorption de la metmyoglobine sur les NP de silice ne semble pas 
affecter les ligands du fer et la configuration électronique de l’hème. A la vue de ces résultats, le site 
actif de la metmyoglobine ne semble pas altéré par l’adsorption sur les NP de silice 7 nm. 
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Myoglobine désorbée 
Le spectre d’absorption UV-visible de la metmyoglobine a été mesuré après désorption partielle des 
NP de silice 7 nm à pH 8,7 en tampon Tris-HCl à une concentration de 10 mM (69% de myoglobine 
désorbée) et de 100 mM (87% de myoglobine désorbée) (Fig. 5-17). 
 
Figure 5-17. Spectres UV-visible de la metmyoglobine libre (bleu) et désorbée des 
nanoparticules de silice 7 nm (vert) en tampon Tris-HCl 10 mM (a) et 100 mM (b) à 
pH 8,7 
Une légère diffusion, marquée par une augmentation de l’absorption vers l’UV, est observée pour la 
solution de myoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 10 mM, tandis qu’aucune différence avec la 
myoglobine native n’est observée pour la myoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 100 mM. Puisque 
les solutions ne contiennent plus de NP, la diffusion est probablement due à l’agrégation de certaines 
molécules de myoglobine après désorption en tampon 10 mM. Une augmentation similaire de 
l’absorbance de la myoglobine dans l’UV a été observée après la dénaturation de la myoglobine 
entre 75 et 95°C (31), ce qui renforce l’hypothèse d’une agrégation de certaines protéines liées à une 
modification irréversible de leur structure.  
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Cette observation est cohérente avec la mesure en dichroïsme circulaire, qui montrait une perte 
d’hélicité de 12% de la myoglobine désorbée en tampon 10 mM. L’observation d’une modification en 
partie irréversible de la myoglobine demanderait à être étudiée plus avant, ce qui n’a pas pu être 
réalisé pendant la thèse. De plus, une modification aussi faible peut être délicate à analyser. 
Les configurations électroniques du fer de la metmyoglobine et de l’hémoglobine semblent peu 
affectées par l’adsorption des protéines sur les NP de silice. Cependant, certaines incertitudes 
demeurent, liées à la diffusion de la lumière par les solutions analysées. D’autres techniques 
spectroscopiques peuvent permettre de sonder les propriétés du fer, tout en s’affranchissant d’un 
effet optique de diffusion de la lumière, comme la spectroscopie Mössbauer du 57Fe, ou la 
spectroscopie d’absorption X au seuil du fer qui permet de mesurer les propriétés électroniques du 
fer plus finement que la spectroscopie UV-visible. Nous avons testé la possibilité d’appliquer la 
spectroscopie XANES à l’étude des hémoprotéines adsorbées sur les NP de silice.  
4.3 Application de la spectroscopie d’absorption X aux hémoprotéines 
adsorbées 
La spectroscopie d’absorption X autour de l’énergie du seuil K d’absorption du fer (7112 eV) excite 
spécifiquement les électrons de la couche K du fer : seul l’environnement local du fer est sondé, et 
non celui des atomes de silice, de carbone, d’oxygène, d’azote et de soufre également présents.  
XANES au seuil du fer 
Nous avons analysé la partie XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) des spectres,  qui permet 
de sonder les propriétés électroniques du fer des hémoprotéines (Fig. 5-18), notamment son état 
d’oxydation et son état de spin (66, 67), ainsi que la géométrie locale de son site.  
Nous n’avons pas étudié la partie EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) associée aux 
interactions entre l’atome de fer et ses proches voisins car le signal mesuré était trop bruité pour ce 
type d’étude.  
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Figure 5-18. Représentation schématique des transitions électroniques observées 
au seuil K d’absorption du fer. La transition 1s → 4p est la plus intense et 
correspond à la crête des spectres XANES. Les transitions 1s → 3d et 1s → 4s 
correspondent au pré-seuil et à l’épaulement de la crête respectivement. 
La structure électronique du fer dans son état fondamental est 1s²2s²2p63s²3p64s²3d6. La transition la 
plus intense des spectres XANES (crête) correspond à la transition 1s → 4p d’un électron de cœur 
vers une couche périphérique, autorisée dans l’approximation dipolaire électrique. Deux transitions 
interdites pour un seuil K d’absorption, qui sont partiellement levées et visibles sur les spectres 
XANES, sont les transitions 1s → 3d visible au niveau du pré-pic et 1s → 4s qui peut représenter un 
épaulement de la raie blanche.  
La technique de détection du signal d’absorption la plus sensible est la mesure par fluorescence (68). 
Lors de la désexcitation du fer, différentes émissions de fluorescence sont possibles depuis les 
orbitales les plus énergétiques jusqu’à l’orbitale K de cœur. Cependant, les raies d’émission les plus 
probables sont Kα1 (L3→K) et Kα2 (L2→K), très proches en énergie et qui représentent plus de la 
moitié de l’émission de fluorescence. Les émissions de plus faible probabilité sont, par ordre 
décroissant, Kβ1 (M3→K), Kβ3 (M2→K), Kβ5 (M4,5→K) et Kα3 (L1→K). 
Un spectre XANES typique mesuré par fluorescence sur la metmyoglobine en tampon Phosphate 100 
mM à pH 7,4 pour deux ligands différents (H2O et N3
-) est présenté ci-dessous (Fig. 5-19).  
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Figure 5-19. Spectre XANES au seuil K du fer de la metmyoglobine (CMb = 2 mM) 
sous forme aquometMb et ligandée à l’azoture en tampon Phosphate 100 mM à 
pH 7,4. L’énergie du pré-seuil et de la crête est indiquée pour l’aquometMb. 
L’énergie du pré-seuil et de la crête du spectre de la metmyoglobine montrent bien la dépendance 
du spectre XANES en fonction de la nature du ligand avec un déplacement de 2 eV de la crête entre la 
forme aquometMb et la forme ligandée à l’azoture (69). 
Conditions expérimentales et limites pour notre système d’étude 
Les mesures ont été réalisées sur la ligne FAME à l’ESRF (voir chap. 2, §5.4). Au cours de ces 
expériences, plusieurs problèmes ont été identifiés lors de nos mesures. Nous avons cherché à 
évaluer en particulier : 
i) le rapport signal sur bruit pour notre système 
ii) l’évolution de la protéine sous irradiation 
iii) la reproductibilité des mesures en présence des nanoparticules 
i) Le rapport signal sur bruit dépend de la concentration en protéine, de l’intensité du faisceau et de 
la pollution en fer de l’environnement échantillon.  
Concentration en protéine 
Dans notre système, la quantité de protéine fixée est limitée par la surface disponible. La 
concentration « idéale » en protéines (10 mM, soit 170 mg/mL de myoglobine ou d’hémoglobine) est 
supérieure à la quantité maximale de protéine qui peut être adsorbée sur la surface, pour la quantité 
de NP de cet échantillon. La concentration en myoglobine et en hémoglobine des échantillons a été 
ramenée à 2 mM pour permettre une adsorption suffisante sur les NP de silice (CNP = 90 mg/mL), 
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mais qui diminue l’intensité du signal mesuré. En tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6, 61% de 
l’hémoglobine est adsorbée sur les NP de silice 20 nm et 50% de la myoglobine sur les NP de silice 7 
nm. En tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7, qui nous sert de témoin négatif, 98% de l’hémoglobine et 
73% de la myoglobine restent libres en présence des NP. Ces conditions sont relativement 
satisfaisantes et les spectres mesurés à pH 6 seront corrigés par soustraction du spectre de la 
protéine libre pour obtenir un spectre de la protéine « 100% adsorbée ».  
Faisceau X 
L’intensité du faisceau et le temps d’acquisition sont limités par la durée de l’expérience et par le 
mode de remplissage de l’anneau en électrons, qui était pendant nos mesures un mode 4-bunch 
moins intense que le mode habituel de remplissage 7/8 quasi continu de l’anneau (l’intensité du 
courant dans l’anneau étant respectivement de 90 mA et de 200 mA). 
Pollution en fer 
Le tampon ainsi que les suspensions de NP ont été analysées pour évaluer le bruit de fond, causé par 
une éventuelle contamination en fer des échantillons. Les spectres bruts sont représentés sous la 
forme du coefficient d’absorption µ(E) des rayons X par l’échantillon qui est directement 
proportionnel à l’intensité de fluorescence mesurée (Fig. 5-20).  
 
Figure 5-20. Spectres bruts représentant le coefficient d’absorption µ des rayons X 
par l’échantillon en fonction de l’énergie : spectres du tampon BisTris-HCl à pH 6 
(rouge), de la suspension de NP de silice 20 nm à pH 6 (bleu), de la suspension de 
NP de silice 7 nm à pH 6 (jaune), de  l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 
nm (noir) et la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm (vert) 
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L’intensité de fluorescence mesurée sur le tampon BisTris-HCl et les suspensions de NP est de l’ordre 
de 3 000 à 5 000 coups/s à 7130 eV contre 18 000 coups/s environ pour les solutions contenant 2 
mM de protéine, ce qui est surprenant car le tampon et les NP ne sont pas censés contenir de fer. 
Tous les autres paramètres d’acquisition étant identiques, l’amplitude relative des spectres 
correspond bien au rapport signal utile/signal « polluant ». En réalité, un signal de fluorescence est 
mesuré sans échantillon et sans support. Il ne s’agit donc pas d’une contamination de l’échantillon 
par du fer mais d’une pollution de l’environnement échantillon. 
D’après les scientifiques travaillant sur cette ligne, la pollution en fer viendrait de la fenêtre en 
béryllium du détecteur de fluorescence (le béryllium contient de nombreuses impuretés métalliques) 
: des atomes de fer sont excités par  les rayons X diffusés par l’échantillon, ce qui génère un signal de 
fluorescence au niveau du détecteur, traité comme une fluorescence de l’échantillon. Ce bruit de 
fond est habituellement négligeable lorsque la concentration en fer de l’échantillon est élevée, mais 
devient non négligeable pour nos échantillons car la faible concentration en protéine impose de 
rapprocher le détecteur de l’échantillon. Au final, ce signal parasite représente 15 à 30% du signal 
mesuré. Il ne peut pas être soustrait car il n’est pas lié à l’échantillon (tampon, NP) et présente des 
fluctuations.  
De plus, le faible nombre de coups mesuré est dû à la concentration limitée en protéine de nos 
échantillons. C’est la raison pour laquelle les spectres apparaissent bruités avec un rapport signal sur 
bruit défavorable. Il faut toutefois noter que les spectres XANES présentent des éléments très 
caractéristiques de chaque spéciation, suffisamment nets pour être interprétés. Pour améliorer le 
rapport signal sur bruit, il faudrait (idéalement) travailler avec une plus grande intensité de faisceau.  
ii) La durée d’acquisition d’un spectre était de 15 minutes, durée pendant laquelle la protéine est 
irradiée par le faisceau X. Habituellement, plusieurs spectres sont enregistrés au même point et 
moyennés pour une meilleure statistique. La tenue à l’irradiation de l’oxyhémoglobine (a priori moins 
stable que la metmyoglobine) a été évaluée en réalisant 5 mesures successives au même point, sur 
un échantillon contenant la protéine adsorbée sur les NP de silice 20 nm (car moins stable que la 
protéine libre en température, voir §3.1) en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 (Fig. 5-21). 
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Figure 5-21. Evolution des spectres XANES de l’hémoglobine sous irradiation en 
présence de NP de silice 20 nm (61% Hb adsorbée) en tampon BisTris-HCl à pH 6 
lors de la mesure de 5 spectres au même point de l’échantillon, soit 5 irradiations 
successives de l’hémoglobine par le faisceau X. Les spectres sont normalisés. 
La crête des spectres XANES de l’hémoglobine se décale progressivement en énergie sous irradiation, 
avec un décalage de 1 eV après 5 mesures ce qui indique une oxydation partielle du fer (67). La 
forme du premier spectre apparaît également différente des suivants. Les spectres individuels sont 
trop bruités pour une analyse fine du pré-seuil, particulièrement sensible à l’état d’oxydation du fer. 
Nous ne pouvons donc pas étudier la distribution électronique du fer de l’oxyhémoglobine après 
irradiation. Ces mesures indiquent qu’il ne faut pas mesurer plusieurs spectres XANES en un même 
point de l’échantillon pour éviter toute altération de la protéine sous faisceau. Augmenter l’intensité 
du faisceau pour améliorer le rapport signal sur bruit peut se révéler dommageable pour la protéine. 
iii) Nous avons choisi de mesurer chaque spectre en un point différent de l’échantillon, puis de 
moyenner les spectres mesurés. Pour vérifier la reproductibilité des mesures dans ces conditions, en 
particulier en présence de NP, les 4 spectres mesurés sont comparés après normalisation (pour 
s’affranchir des différences d’intensité) avant de réaliser la moyenne (Fig. 5-22). 
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Figure 5-22. Reproductibilité des spectres XANES mesurés en quatre points différents de 
l’échantillon après normalisation : hémoglobine libre (a) et adsorbée sur les NP de silice 
20 nm (b), myoglobine libre sous forme Mb-N3 (c) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm 
(d) en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 
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Les quatre spectres de l’hémoglobine mesurés en quatre points de l’échantillon ne sont pas 
superposables, aussi bien pour l’hémoglobine libre (a) que pour l’hémoglobine adsorbée sur les NP 
(b). Au contraire, les spectres de la myoglobine liée à l’azoture présentent une bonne 
reproductibilité, que ce soit pour la myoglobine libre (c) ou adsorbée sur les NP de silice (d). Les 
spectres mesurés sur Mb-N3 sont donc exploitables et peuvent être moyennés, ce qui n’est pas le cas 
pour l’hémoglobine (ci-dessus) et pour l’aquometmyoglobine (non présenté). Les différences 
observées peuvent être dues à une certaine hétérogénéité des échantillons et/ou à des effets de 
concentration (70).  
Un autre effet peut venir du décalage entre le point où la mesure est effectuée et celui où le signal 
est optimum (c’est-à-dire au maximum de fluorescence de l’échantillon), ce qui est inévitable 
lorsqu’on se déplace sur l’échantillon, soit parce que le capillaire est légèrement incliné, soit parce 
que son épaisseur n’est pas constante. Or la fluorescence décroit très vite par réabsorption lorsqu’on 
se déplace vers l’intérieur de l’échantillon. Mesurer les spectres en différents points de l’échantillon 
augmente l’incertitude sur la mesure et ne semble pas être la méthode la plus adaptée à ce type de 
système.  
Une autre solution pour limiter l’évolution de la protéine sous faisceau serait de réaliser les mesures 
en un même point de l’échantillon à très basse température dans un cryostat. Un inconvénient, outre 
l’étude d’un échantillon gelé plutôt que d’une solution, est l’ajout de plusieurs fenêtres sur le trajet 
des photons de fluorescence et donc le risque de diminuer le signal mesuré.  
Résultats 
Même si de nouvelles mesures s’avèrent nécessaires pour améliorer la qualité des spectres mesurés, 
une assez bonne reproductibilité a été obtenue sur les solutions de myoglobine ligandée à l’azoture, 
libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Les résultats obtenus en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 
6 sont présentés (Fig. 5-23, page suivante). 
Les spectres XANES de la myoglobine ligandée à l’azoture, libre et adsorbée, ne présentent pas de 
différence dans la limite d’incertitude de nos mesures, que ce soit au niveau du pré-seuil ou du seuil, 
ce qui indique qu’il n’y a pas ou peu de modification de la configuration électronique du fer lors de 
l’adsorption de la metmyoglobine ligandée à l’azoture. Ce résultat rejoint nos observations en 
spectroscopie UV-visible sur l’aquometmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice qui ne 
montrent pas de modification de la distribution électronique du fer et suggèrent que l’hème est 
préservé lors de l’adsorption. 
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Figure 5-23. Spectres XANES au seuil du fer de la myoglobine (CMb = 2 mM) sous 
forme Mb-N3 libre (bleu) et adsorbée (rouge) sur les nanoparticules de silice 7 nm 
(CNP = 90 mg/mL) en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6. Les spectres sont corrigés 
et correspondent à 100% de myoglobine adsorbée. 
L’étude par spectroscopie d’absorption X des hémoprotéines adsorbées sur une surface se révèle 
intéressante, et pourrait être approfondie en jouant sur les paramètres permettant d’améliorer la 
qualité des données. Ces mesures pourraient être couplées à une étude dynamique centrée sur le fer 
(57Fe) par spectroscopie Mössbauer (71).  
5. Environnement des résidus tryptophane de l’apomyoglobine 
adsorbée sur la silice 
Pour étudier la structure des hémoprotéines adsorbées sur les NP de silice, nous avons tout d’abord 
réalisé une mesure globale à travers l’analyse de la structure secondaire moyenne de la protéine par 
dichroïsme circulaire et spectroscopie infrarouge, puis nous avons utilisé une sonde locale, le fer, 
pour étudier les modifications de structure et de configuration électronique de l’hème au cours de 
l’adsorption. Nous nous proposons maintenant d’utiliser une autre sonde locale, cette fois spécifique 
de la globine, les résidus tryptophane qui sont particulièrement sensibles à leur environnement (72). 
Mesurer la fluorescence des deux résidus tryptophane de la myoglobine serait un bon indicateur de 
la plus ou moins grande exposition au solvant de ces résidus lors de l’adsorption et nous donnerait 
une information locale supplémentaire dans une autre région de la protéine. Cependant, la 
fluorescence des tryptophane est presque totalement éteinte par l’hème par transfert d’énergie et 
ne peut être mesurée directement qu’en spectroscopie ultra-rapide car l’émission résiduelle de 
197 
 
fluorescence des tryptophane de la myoglobine est associée à des durées de vie très courtes 
comprises entre 20 et 110 ps (73). 
Pour contourner cette difficulté, nous avons choisi d’analyser la fluorescence des résidus 
tryptophane de l’apomyoglobine, libre et adsorbée sur les NP de silice, car il est connu que les deux 
protéines ont une structure très proche (74). L’isotherme d’adsorption de l’apomyoglobine sur les NP 
de silice 7 nm a été mesurée (voir chap. 4, §3) : l’apomyoglobine s’adsorbe en plus grande quantité 
(m = 0,81 mg/m²) et avec une plus grande affinité (Ka = 6,5.10
5 M-1) que la myoglobine, leur 
comportement lors de l’adsorption n’est donc pas identique.  
Nous n’avons pas pu analyser la structure de l’apomyoglobine adsorbée par dichroïsme circulaire car 
la solution contenant apomyoglobine et NP de silice est plus instable et décante rapidement, 
probablement par un effet d’agrégation. La fluorescence parait donc une technique adaptée pour 
étudier localement la structure de l’apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice.  
Les deux résidus tryptophane de l’apomyoglobine se trouvent au sein de l’hélice A et sont séparés 
par un peu moins de deux tours d’hélice : W7 et W14 (Fig. 5-24). 
 
Figure 5-24. Représentation des résidus tryptophane W7 et W14 situés sur l’hélice 
A de la myoglobine, d’après 1YMB.pdb. L’hème n’est pas représenté. 
Outre les deux résidus tryptophane, l’apomyoglobine compte également deux tyrosine et sept 
phénylalanine. Ces acides aminés aromatiques absorbent la lumière à 257 nm (Phe), 274 nm (Tyr) et 
280 nm (Trp) et leurs maxima d’émission en solution à pH 7 se situent à 282 nm (Phe), 303 nm (Tyr) 
et 348 nm (Trp) (75). Le rendement quantique de fluorescence est 5 fois plus grand pour les 
tryptophane et tyrosine comparés aux phénylalanine : la fluorescence de la protéine est donc 
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dominée par la fluorescence des résidus tryptophane (W7, W14) et tyrosine (Y103, Y146). Une façon 
simple de séparer la fluorescence des tryptophane de celle des tyrosine est de mesurer l’émission de 
fluorescence après excitation à 295 nm, longueur d’onde à laquelle les résidus tyrosine ne sont 
quasiment plus excités, le signal mesuré provenant alors à plus de 95% des résidus tryptophane. 
La fluorescence de l’apomyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm a été mesurée après 
excitation à 295 nm en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6 (Fig. 5-25). 
 
Figure 5-25. Spectre d’émission de fluorescence après excitation à 295 nm de 
l’apomyoglobine libre (bleu) (CapoMb = 10 µM) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm 
à une concentration de 9 mg/mL (rouge) et aux concentrations intermédiaires de 1 
à 8 mg/mL (gris) en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6 et 20°C. La flèche indique le 
déplacement de la longueur d’onde du maximum d’émission lors de l’adsorption. 
Le maximum d’émission des résidus tryptophane de l’apomyoglobine libre se situe à 337 ± 1 nm, en 
accord avec les valeurs de la littérature (76).  
La fluorescence de l’apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm a également été mesurée 
(Fig. 5-26). 
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Figure 5-26. Spectre d’émission de fluorescence après excitation à 295 nm de 
l’apomyoglobine libre (bleu) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm à 
une concentration de 9 mg/mL (rouge) et aux concentrations intermédiaires de 1 à 
8 mg/mL (gris) en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6 et 20°C. La longueur d’onde 
du maximum d’émission de la protéine libre et adsorbée est indiquée.  
Les spectres d’émission de fluorescence de l’apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 
présentent une augmentation de l’intensité de fluorescence croissante avec la concentration en NP 
de la solution. L’augmentation de l’intensité est probablement liée en partie à la diffusion de la 
lumière par les NP en solution, aussi bien lors de l’excitation que de l’émission, et ne peut pas être 
distinguée d’un changement du rendement quantique de fluorescence des tryptophane. 
L’évolution de la fluorescence de l’apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice est très similaire 
entre NP de 7 nm et NP de 20 nm. Le maximum d’émission de fluorescence se déplace de 337 à 342 
± 1 nm, soit un déplacement vers  le rouge de 6 nm. Cela suggère une modification de 
l’environnement de l’un ou des deux résidus de l’apomyoglobine lors de l’adsorption sur les NP de 
silice. En effet, le maximum d’émission du tryptophane est très sensible à la polarité du milieu 
environnant et classé en trois catégories selon la longueur d’onde du maximum d’émission au sein 
d’une protéine (77) : la classe I est associée à un maximum d’émission vers 330-332 nm et 
correspond à un environnement apolaire, la classe II est associée à un maximum d’émission vers 340-
342 nm et correspond à un environnement partiellement polaire, et donc à une exposition partielle 
des résidus à l’eau, enfin la classe III est définie pour un maximum d’émission vers 350-353 nm et 
correspond à un environnement polaire et une exposition des résidus à l’eau.  
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Les résidus tryptophane de l’apomyoglobine adsorbée semblent donc se trouver dans un 
environnement plus polaire (78), ce qui peut correspondre à une plus grande exposition au solvant 
des résidus W7 et/ou W14 comme à une interaction de ces résidus avec la surface de silice, celle-ci 
étant également polaire (voir chap. 3, §2). Dans l’hypothèse d’une exposition à la surface polaire de 
silice, on pourrait noter que les résidus tryptophane sont proches de trois résidus lysine K77, K78 et 
K79 situés sur le coude EF. Ce site pourrait alors être un site d’interaction avec la surface de silice.  
Pour faire le parallèle entre apomyoglobine et myoglobine, une mesure de la fluorescence des 
résidus tryptophane de la myoglobine par spectroscopie de comptage de photons, appareil qui 
n’était pas disponible jusqu’à présent, est en cours (collaboration avec Thomas Gustavsson). 
6. Cartographie des surfaces d’interaction entre myoglobine et 
silice par irradiation 
Une des rares méthodes utilisées pour identifier les sites d’interaction entre protéine et surface est la 
mesure de l’échange H-D des amides (34, 35). Lorsque ces groupements se trouvent dans la zone 
d’interaction entre protéine et surface, ils sont préservés de l’échange isotopique par la surface et ne 
s’échangent que lors de la désorption de la protéine, ce qui correspond à la mesure d’un temps long. 
La cartographie de surface par irradiation (ou footprinting) est basée sur le même principe (79): lors 
de l’irradiation de la solution contenant la protéine, les radicaux formés par radiolyse de l’eau 
oxydent les résidus de la protéine qui leur sont accessibles. Lorsque la protéine est adsorbée sur une 
surface, les résidus de la zone d’adsorption sont protégés de l’irradiation.  
Cette technique permet par comparaison des résidus oxydés, dans la protéine libre et dans la 
protéine adsorbée, d’identifier les résidus situés dans la zone d’interaction entre protéine et surface 
(Fig. 5-27).  
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Figure 5-27. Représentation de la cartographie de la surface d’interaction entre 
une protéine et une nanoparticule : l’irradiation provoque la radiolyse de l’eau et 
la formation de radicaux hydroxyles HO
•
 qui créent des oxydations à la surface de 
la protéine, telles que l’hydroxylation de certains acides aminés. Les résidus qui se 
trouvent à l’interface entre la protéine et la nanoparticule sont protégés de 
l’attaque radicalaire et donc non oxydés, ce qui permet d’identifier la zone 
d’interaction du complexe. 
De plus, d’autres résidus non accessibles au sein de la protéine native pourraient également le 
devenir suite aux modifications de structure de la protéine adsorbée. Cela se traduirait par une 
augmentation de l’oxydation. A la différence des échanges H-D, nous analysons la présence ou non 
d’une oxydation dans la séquence de la protéine et non un degré d’échange. Cette méthode devrait 
théoriquement être plus facile à interpréter que celle des échanges H-D qui peut se révéler complexe 
(33).  
Les solutions de myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm ont été irradiées par des 
rayons gamma (137Cs) à des doses de 12 à 2200 Gy, ce qui correspond à la production de radicaux 
hydroxyles HO• par radiolyse de l’eau à une concentration de 3 à 600 µM (voir chap. 2, §4.3). Les 
dommages causés par l’irradiation directe de la protéine sont négligeables comparés à l’oxydation 
par les radicaux hydroxyles, compte-tenu de la faible concentration en protéine. L’oxydation par les 
radicaux peut affecter aussi bien la chaine principale de la protéine que  les chaines latérales des 
résidus. Lors de l’attaque par les radicaux hydroxyles, un radical carbocentré peut être formé soit sur 
le carbone α de la chaîne carbonée soit sur le carbone d’une chaîne latérale aliphatique. Ce radical 
carbocentré peut réagir à son tour en plusieurs étapes jusqu’à former un hydroperoxide RCOOH, un 
hydroxyde RCHOH ou un composé carbonyle C=O, aldéhyde ou cétone. La décarboxylation et la 
déamination de la protéine par les radicaux peut également créer des composés de type aldéhyde. 
L’hydroxylation et la formation de composés carbonyles peut ainsi affecter l’ensemble des acides 
aminés aliphatiques (80).  
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Les radicaux hydroxyles peuvent également réagir avec les cycles aromatiques des résidus 
phénylalanine, tyrosine, histidine et tryptophane. L’oxydation des cycles aromatiques se traduit par 
une hydroxylation dont les produits sont le 2-oxohistidine, la méta et ortho-tyrosine avec la 
possibilité de former une dityrosine et la N-formylkynurénine et kynurénine par hydroxylation du 
tryptophane. Les radicaux hydroxyles peuvent également oxyder le soufre de la méthionine et de la 
cystéine pour former la méthionine sulfoxyde (S=O) et la cystine (S-S) par liaison de deux cystéines 
entre elles. Les résidus aromatiques et soufrés sont les plus sensibles à l’attaque radicalaire. Enfin, 
d’autres modifications telles que des coupures de chaines sont également possibles (81). 
Chacune de ces oxydations se traduit par un changement de masse du résidu concerné, par exemple 
M+16 pour une hydroxylation (plus un atome d’oxygène), M+16 et M+32 pour l’oxydation et la 
dioxydation d’une méthionine (plus un ou deux atomes d’oxygène), M+4 pour l’hydroxylation d’un 
tryptophane en kynurénine (plus un atome d’oxygène, moins un atome de carbone). Elles sont pour 
la plupart identifiables en spectrométrie de masse. Après irradiation, la myoglobine adsorbée sur les 
NP de silice est désorbée, coupée en fragments par digestion trypsique puis analysée sur un 
spectromètre de masse tandem couplé à une colonne de chromatographie liquide, qui permet de 
séparer les fragments préalablement à l’analyse (LC-MS/MS) (voir chap. 2, §4.3). Nous avons réalisé 
les mesures au LAMBE à l’Université d’Evry. Le traitement des données, qui s’est avéré assez long 
sans logiciel de traitement adapté, a été effectué en grande partie par Christelle Mathé au cours de 
son postdoctorat. 
Les solutions de myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice ont été analysées avant et après 
irradiation. Quelques résidus, notamment les tryptophane W7 et W14, apparaissent comme oxydés 
dans les solutions de protéine non irradiées (tableau 5-10).  
 Mb libre Mb adsorbée 
Auto-oxydation W7, L11, W14, A84, L86 W7, W14 
Tableau 5-10. Acides aminés oxydés sans irradiation de la myoglobine. L’analyse 
par spectrométrie de masse n’est pas quantitative : l’auto-oxydation peut 
représenter un nombre très faible d’acides aminés effectivement oxydés. Les 
résidus oxydés sont situés sur l’hélice A (W7, L11, W14) et sur l’hélice F (A84, L86). 
Il s’agit donc d’une auto-oxydation de la myoglobine qui pourrait paraître surprenante dans les 
conditions habituelles de manipulation de la protéine au laboratoire. Cependant, l’identification des 
acides aminés oxydés par spectrométrie de masse est très sensible. Cela signifie qu’un nombre très 
faible d’acides aminés oxydés peut ainsi être détecté, jusqu’à des fractions de 1 pour 10 000. Il est 
probable que cette auto-oxydation, qui se produit naturellement dans les protéines à des niveaux 
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très bas, ne représente qu’une très faible fraction des acides aminés analysés. Par ailleurs, il faut 
noter que les résidus L11, A84 et L86 sont auto-oxydés sur la myoglobine libre mais ne le sont pas sur 
la myoglobine adsorbée. Il est possible qu’ils ne soient pas visibles lors de l’analyse, qu’il y ait un effet 
protecteur des NP ou au contraire qu’ils soient trop oxydés pour être identifiés (après coupure par 
exemple).  
L’analyse des solutions de myoglobine irradiées permet d’identifier différents fragments avec un 
certain nombre d’oxydations dues à l’irradiation. Pour obtenir une image la plus complète possible 
de la séquence de la myoglobine, il est nécessaire de cumuler plusieurs analyses car tous les 
fragments ne sont pas toujours analysables, soit du fait de la digestion trypsique – le fragment situé 
entre les lysine K41 et K49, sites de coupure de la trypsine, contient également deux autres lysine en 
position 44 et 46 et n’est jamais analysé – soit par fragmentation de la chaîne sous irradiation ou 
agrégation des fragments entre eux. Si le nombre d’oxydations détectées tend à augmenter avec la 
dose reçue par la solution, le nombre de fragments identifiables diminue de façon identique pour la 
myoglobine libre ou pour la myoglobine adsorbée sur les NP. Nous avons donc choisi de combiner les 
résidus oxydés aux différentes doses utilisées.  
Les oxydations communes à la myoglobine libre et adsorbées d’une part, et spécifiques de la 
protéine libre ou adsorbée d’autre part, sont recensées dans le tableau 5-11.  
Structure (28) 
Mb libre et Mb 
adsorbée 
Mb libre uniquement 
Mb adsorbée 
uniquement 
Hélice-α A V10, L11 A19 V13 
Hélice-α B I21, H24, V28, F33 E27, L29, I30  
Hélice-310 C L40 H36  
Coude 310 CD    
Hélice-α D M55 A53  
Hélice-α E L61 E59  
Coude β EF    
Hélice-α F  H82, A84, L86, P88, L89  
Hélice-α G    
Coude β GH   D122 
Hélice-α H M131, F151  A130 
Tableau 5-11. Résidus oxydés de la myoglobine après irradiation de la solution de 12 à 
2200 Gy par rayons γ. Oxydations communes à la protéine libre et adsorbée sur les NP de 
silice 20 nm, spécifiques de la myoglobine libre et spécifiques de la myoglobine adsorbée 
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Au total, 23 oxydations sont identifiées sur la myoglobine libre et 14 sur la myoglobine adsorbée, 
dont 11 oxydations communes entre protéine libre et adsorbée. Parmi les acides aminés oxydés 
communs, on retrouve deux phénylalanine, deux méthionine et une histidine, qui sont connus 
comme particulièrement sensibles aux radicaux, ainsi que trois leucine, deux valine et une isoleucine 
qui sont parmi les acides aminés aliphatiques les plus réactifs après les acides aminés aromatiques et 
soufrés. L’oxydation de certains acides aminés moins sensibles à l’oxydation, tels que glutamate, 
proline et alanine, apparait cependant dans l’irradiation de la myoglobine libre.  
Après irradiation à des doses importantes de la solution, seuls 23 acides aminés sur 153 sont oxydés, 
soit 15% des résidus. De plus, les acides aminés les plus représentés – acides aminés aromatiques et 
soufrés ainsi que valine, leucine et isoleucine – sont bien les plus réactifs vis-à-vis des radicaux 
hydroxyles. Il est intéressant de constater que parmi les acides aminés oxydés spécifiquement dans la 
myoglobine libre, et donc protégés de l’oxydation par l’adsorption de la myoglobine sur la silice, on 
retrouve à la fois des acides aminés plus sensibles à l’oxydation, tels que histidine, phénylalanine, 
leucine et isoleucine, et des acides aminés moins sensibles à l’oxydation, tels que alanine, proline et 
glutamate. De plus, le nombre d’acides aminés différents oxydés dans la myoglobine adsorbée, avant 
et après irradiation, est plus faible que dans la myoglobine libre : la silice ne favorise donc pas 
l’oxydation de la protéine via les réactions radicalaires. 
L’étude de l’adsorption des protéines de levure puis celle de la myoglobine sur la silice a montré 
l’importance de deux acides aminés basiques, lysine et arginine, lors de l’adsorption des protéines 
sur la surface de silice. Arginine et lysine sont toutefois « invisibles » par cette technique car aucune 
oxydation de ces résidus n’est visible sur la myoglobine libre. De plus, les sites de coupure de la 
trypsine sont conservés.  
Les résidus oxydés communs à la myoglobine libre et adsorbée et donc non protégés lors de 
l’adsorption de la myoglobine sur la silice se situent préférentiellement autour de l’hème, sur les 
hélices B, C, D et E. Seuls trois acides aminés situés sur les hélices A, H et sur l’extrémité C terminale 
de la protéine sont plus éloignés du site actif (Fig. 5-28).  
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Figure 5-28. Représentation des acides aminés oxydés dans la myoglobine 
adsorbée et non protégés de l’oxydation par l’adsorption sur la surface (en jaune), 
d’après la structure 1YMB.pdb 
Le site de l’hème semble préservé lors de l’adsorption sur les NP de silice, ce qui est cohérent avec 
les observations par spectroscopie UV-visible (voir §4.2) et par spectroscopie d’absorption X (voir 
§4.3). Il est possible que ce soit le caractère « cluster hydrophobe » qui protège la poche de l’hème 
de la déstructuration lors de l’adsorption. 
De plus, les trois acides aminés oxydés spécifiquement dans la myoglobine adsorbée, et donc 
exposés à l’oxydation du fait de l’adsorption, sont situés à l’opposé du site actif, sur l’hélice A, l’hélice 
H et le coude GH. La désorganisation des hélices lors de l’adsorption pourrait conduire à une plus 
grande exposition de la valine et de l’alanine situées sur chacune des hélices. Sans interagir 
directement avec la surface, cette partie de la protéine pourrait être désorganisée indirectement par 
l’adsorption sur la silice.  
Les acides aminés protégés par l’adsorption de la myoglobine sur la surface et oxydés spécifiquement 
sur la myoglobine libre sont représentés (Fig. 5-29). 
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Figure 5-29. Représentation des acides aminés protégés (orange) et exposés (vert) 
à l’oxydation lors de l’adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice 
20 nm, dans la structure de la myoglobine d’après 1YMB.pdb. Deux sites possibles 
d’interaction avec la surface de silice sont dessinés par les acides aminés préservés 
de l’oxydation : à gauche sur l’hélice F et à droite sur les hélices B,C,D ,E 
Ces résidus qui pourraient être impliqués dans les sites d’interaction entre myoglobine et silice 
semblent se partager en deux pôles : le premier comprend 5 acides aminés oxydés situés sur l’hélice 
F et tous très proches, le second comprend 6 acides aminés oxydés situés sur une zone plus large 
comprenant les hélices B, C, D et E et se retrouvent proches dans la structure tertiaire de la 
myoglobine (Fig. 5-30). 
Dans le premier site, il est intéressant de noter que l’hélice F contient deux lysine (K87, K96) et que le 
coude EF contient un cluster de trois lysine (K77, K78, K79). Or les résidus protégés de l’oxydation se 
situent en position 82 à 89, soit entre le coude EF et la lysine K96. Cette zone formée par le coude EF 
et l’hélice F pourrait ainsi constituer un site d’interaction entre la myoglobine et la surface de silice. 
Le second site, formé par les zones proches dans la structure tertiaire des hélices B, C, D et E, 
comporte également plusieurs résidus basiques proches des résidus protégés de l’oxydation : une 
arginine sur l’hélice B (R31), une lysine sur l’hélice C (K42), D (K56) et deux lysine sur l’hélice E (K62, 
K63) ainsi qu’un cluster de trois lysine sur le coude CD (K45, K47, K50). Plusieurs de ces résidus 
basiques pourraient servir de point d’ancrage de la myoglobine sur la silice (à l’exception probable du 
résidu K45 qui stabilise l’hème). 
L’hélice G ne présente aucune oxydation, que ce soit sur la myoglobine libre ou adsorbée ; nous ne 
pouvons donc pas conclure quant à l’implication de cette hélice lors de l’adsorption de la protéine 
puisqu’elle est « invisible » par cette technique.  
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Cette étude doit encore être complétée : il nous manque notamment une information 
supplémentaire, qui est le degré d’oxydation de chaque acide aminé identifié pour l’ensemble des 
protéines, autrement dit la quantification des données de spectrométrie de masse. En effet, 
l’interprétation est pour l’instant basée sur une image oxydé/non oxydé pour un acide aminé donné. 
Un degré supplémentaire de finesse pourrait être apporté aux données. Un logiciel spécifique de 
traitement des données de spectrométrie de masse permettant cette analyse est en cours 
d’acquisition dans le cadre d’une collaboration entre le LAMBE et le Laboratoire de Radiolyse (CEA).  
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Les points clés 
Les points clés de l’étude de la structure de la myoglobine, de l’apomyoglobine et de l’hémoglobine 
adsorbées sur les nanoparticules de silice 7 et 20 nm peuvent être résumés : 
· L’étude par dichroïsme circulaire a montré que l’adsorption sur la silice conduisait à une 
perte importante de la structure secondaire des hémoprotéines. La perte partielle de la 
structure en hélice atteint 40% pour l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm et 
50% pour la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm. L’étude par spectroscopie 
infrarouge a permis de confirmer la perte partielle de structure secondaire de la myoglobine 
adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Toutefois, cette déstructuration n’est pas aussi 
importante que celle associée à une dénaturation en température et ne peut expliquer à elle 
seule la très grande surface calculée pour une protéine adsorbée à partir des isothermes 
d’adsorption. Il y a donc également un effet de la rugosité ou de l’hétérogénéité de la surface 
de silice lors de l’adsorption. La principale limitation de cette approche est de ne s’appliquer 
qu’à un niveau global, sans pouvoir discerner quelles hélices sont désorganisées au sein de la 
protéine adsorbée. 
 
· L’étude de la dénaturation en température de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 
nm par microcalorimétrie ITC a indiqué une diminution de la stabilité en température et de 
l’enthalpie de dénaturation de la protéine, ce qui suggère que la déstructuration de la 
protéine lors de l’adsorption conduit à sa déstabilisation. Cette étude a permis d’apporter 
une information supplémentaire d’intérêt : l’élargissement très important de la zone de 
transition de la myoglobine adsorbée peut être associée à un plus grand nombre de 
conformations de la protéine, il n’y a donc pas une structure de myoglobine adsorbée, mais 
vraisemblablement un ensemble de conformations dont le niveau de déstructuration varie 
également. 
 
· L’étude de la désorption des hémoprotéines des NP de silice a montré une désorption et une 
restructuration complète de l’hémoglobine des NP de silice 20 nm, soit une réversibilité 
totale des modifications de structure de l’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm. 
La désorption de la myoglobine des NP de silice 7 et 20 nm dans les mêmes conditions n’est 
que partielle et dépend de la force molaire du tampon Tris-HCl. Elle s’accompagne d’une 
restructuration complète de la myoglobine dans les conditions les plus fortes et d’une 
restructuration partielle de la myoglobine lors de la désorption dans les conditions les plus 
faibles.  
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· L’étude par spectroscopie UV-visible a montré que les propriétés électroniques du fer étaient 
conservées lors de l’adsorption de l’hémoglobine sur les NP de silice 20 nm et de la 
myoglobine sur les NP de silice 7 nm. Le site actif de l’hémoglobine et de la metmyoglobine 
ne semblent donc pas directement affecté par l’adsorption, hypothèse qui dépend en grande 
partie des résultats de la mesure directe de l’activité de l’hémoglobine et de la 
metmyoglobine après adsorption. Bien qu’adaptées à la mesure sur des solutions colloïdales 
grâce à la sphère d’intégration, ces mesures restent toutefois sensibles à la diffusion de la 
lumière par les NP de silice, en particulier dans l’UV.  
 
· La cartographie des surfaces d’interaction entre myoglobine et NP de silice 20 nm par 
irradiation a montré de nettes différences de position des résidus oxydés par attaque 
radicalaire de la myoglobine libre et de la myoglobine adsorbée. L’absence de quantification 
de l’oxydation est néanmoins restrictive. La protection de certains résidus de l’oxydation 
après adsorption et la présence de clusters de résidus basiques, impliqués dans l’adsorption 
des protéines sur la silice, ont permis d’identifier deux sites d’interactions possibles avec la 
surface de silice : le premier est formé par l’hélice F et le coude EF, le second est formé par 
une partie des hélices B, C, D et E. Ces deux sites d’interactions possibles sont représentés ci-
dessous (Fig. 5-30). 
 
 
Figure 5-30. Représentation de deux sites d’interaction possibles entre myoglobine 
et nanoparticules de silice. Le premier site est formé par l’hélice F et le coude EF 
(en rouge), le second est formé par une partie des hélices B, C, D et E (en jaune). 
Structure d’après 1YMB.pdb 
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· L’étude de la fluorescence des résidus tryptophane a été réalisée sur l’apomyoglobine, 
adsorbée sur les NP de silice 7 nm, car leur fluorescence est éteinte par l’hème dans la 
myoglobine. L’adsorption de l’apomyoglobine s’accompagne d’un décalage vers le rouge de 5 
nm de la longueur d’onde d’émission, ce qui correspond à un environnement plus polaire des 
résidus tryptophane après adsorption de l’apomyoglobine. Cela pourrait s’expliquer par une 
plus grande exposition au solvant ou par une interaction par la surface polaire de la silice. 
 
· Une autre approche expérimentale par spectroscopie d’absorption X a été testée. Les 
premières mesures ont permis d’identifier les paramètres qui permettraient d’améliorer 
sensiblement la qualité des données obtenues sur ce type de système. 
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CHAPITRE 6  
Dynamique des prote! ines adsorbe!es 
Alors que la structure des protéines adsorbées est beaucoup étudiée, leur dynamique reste en 
grande partie inconnue. Pourtant la dynamique des protéines peut être déterminante dans de 
nombreux processus biologiques, tels que lactivité des protéines (1, 2), les interactions protéine-
protéine et protéine-ligand (3) et les processus dagrégation (4). Il est également suspecté depuis 
longtemps que laugmentation de la stabilité des enzymes immobilisées soit directement liée à leur 
plus faible flexibilité (5).  
La dynamique des protéines regroupe des processus biologiques bien différents, caractérisés par leur 
échelle de temps et despace qui varient du dixième dangström au micromètre et de la 
femtoseconde à la seconde pour les processus à léchelle moléculaire (6). Il sagit dun paysage 
complexe qui regroupe des processus distincts (Fig. 6-1). 
 
Figure 6-1. Principales échelle de temps et despace de la dynamique des protéines 
daprès (7) modifié 
Une protéine en solution présente à température ambiante une grande dynamique interne, depuis 
les fluctuations atomiques locales (Å) et très rapides (ps), la dynamique de la structure secondaire, 
les interactions avec le solvant par collision et diffusion, jusquaux mouvements de plus grande 
amplitude de la structure tertiaire et quaternaire (6).  Ces mouvements de domaines sont 
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directement impliqués dans la fonction de certaines enzymes (8). Or les mouvements observés à une 
échelle plus large, qui permettent à la protéine dassurer sa fonction, sont dus à un ensemble de 
mouvements locaux plus rapides (9, 10) : la dynamique locale et rapide donne à la protéine sa 
flexibilité et lui permet dexplorer des mouvements collectifs de grande amplitude (6). Les 
mouvements observés sur des échelles de temps et despace très différentes sont donc liés.  
Techniques détude de la dynamique des protéines  
La dynamique des protéines peut être étudiée expérimentalement à différentes échelles de temps, 
localement ou globalement.  
Les résidus tryptophane constituent une sonde locale qui peut être utilisée pour évaluer la 
dynamique globale de rotation de la protéine par anisotropie de fluorescence à léchelle de la ns à la 
µs (mesure de la réorientation des cycles aromatiques des résidus) (11). La durée de vie de lémission 
de fluorescence peut aussi être utilisée pour étudier les processus dextinction de fluorescence de 
léchelle de la fs pour les techniques de spectroscopie ultra-rapide jusquà la ns (5). Elle est sensible à 
la dynamique mais aussi aux modifications de structure de la protéine. 
Autre sonde locale, latome de fer des hémoprotéines peut être sondé par spectroscopie Mössbauer 
pour étudier sa dynamique, ainsi que celle de lhème et de son environnement proche, à léchelle de 
la ps (mesure du déplacement carré moyen de latome de fer) (12). Un autre moyen détudier 
spécifiquement la dynamique des hémoprotéines, cette-fois ci à léchelle de la ns à la µs, est la 
photodissociation du CO par laser (13). Après photolyse, la vitesse et le taux de recombinaison 
géminée du CO sur le même atome de fer dépend de la dynamique de la protéine (14). 
La RMN est un outil détude plus global de la structure et de la dynamique des protéines sur des 
échelles de temps allant de la ps à la seconde (mesure de la relaxation du 13C ou 15N) (15, 16). La 
cristallographie des rayons X en température peut également être utilisée pour mesurer le facteur B 
indicateur de la rigidité locale de la protéine et le déplacement carré moyen de tous les atomes sauf 
hydrogène à léchelle de la picoseconde (9). 
Les cinétiques déchange H/D des atomes dhydrogène des amides donnent des informations à la fois 
sur la dynamique et sur la structure de la protéine (17). La cinétique déchange des atomes 
dhydrogène des amides est beaucoup plus lente lorsque ceux-ci sont impliqués dans une liaison 
hydrogène, par exemple dans une hélice (18).  
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Les mouvements de vibration à léchelle de la ps peuvent être sondés par spectroscopie infrarouge, 
Raman (mesure des modes de vibration) (6) ou par diffusion incohérente de neutrons (mesure du 
déplacement carré moyen des atomes dhydrogène) (19). 
Les études de dynamique des protéines adsorbées et immobilisées 
Malgré un large éventail de techniques, toutes ne sont pas applicables à des systèmes 
protéine/surface et il existe peu de données sur la dynamique des protéines adsorbées, que ce soit 
sur des surfaces planes ou sur des nanomatériaux. Le modèle de Norde fait lhypothèse que la perte 
de structure des protéines adsorbées saccompagne dune augmentation de leur dynamique et dun 
gain important dentropie pour le système (20). Pourtant, quelques études récentes de la dynamique 
des protéines adsorbées appliquées à quelques systèmes semblent indiquer une tendance opposée. 
Des mesures danisotropie de fluorescence (11) et de RMN du solide (16) indiquent une diminution 
de la dynamique de la SNase et du lysozyme adsorbés sur une surface de silice (à léchelle de la ns), 
et de la stathérine adsorbée sur lhydroxyapatite (à léchelle de la ms). Dautres études sont donc 
nécessaires pour conclure quant à la dynamique des protéines adsorbées. 
Des systèmes proches denzymes immobilisées par pontage ou encapsulées dans des matrices se 
révèlent en effet peu comparables. Létude de la dynamique de la glucose oxydase immobilisée par 
pontage par le glutaraldéhyde par fluorescence montre une plus grande rigidité de lenzyme 
immobilisée, à léchelle de la ns (5). Cependant, la protéine immobilisée présente à la fois une 
structure native et une plus grande stabilité, à la différence de la plupart des protéines adsorbées sur 
une surface dont la structure est modifiée par ladsorption. Le lysozyme encapsulé dans une matrice 
sol-gel de silice conserve la même conformation que la protéine libre en solution et sa dynamique 
présente certaines différences par rapport au lysozyme adsorbé sur une surface de silice (11, 21).  
Létude par fluorescence de la dynamique dune chimère de myoglobine (protoporphyrine à 
magnésium) encapsulée dans une matrice sol-gel de silice montre que la mobilité de la protéine est 
limitée dans la matrice, à léchelle de la µs (22). De plus, le taux de recombinaison géminée de MbCO 
encapsulée est beaucoup plus grand que celui de la protéine libre en solution, ce qui indique une 
diminution de la dynamique de la myoglobine encapsulée, à léchelle de la ns à la µs (23). Cependant, 
contrairement à ladsorption, lencapsulation dune protéine dans une matrice sol-gel ne 
saccompagne généralement pas dune perte de structure secondaire. Les protéines encapsulées et 
immobilisées par lien covalent ne permettent donc pas détudier la relation entre modifications de 
structure et évolution de la dynamique des protéines adsorbées. 
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Notre approche expérimentale 
Nous avons étudié précédemment linfluence de la flexibilité des protéines sur leur adsorption sur les 
NP de silice : les protéines les plus flexibles sont ainsi les plus à mène de sadsorber (voir chap. 4, 
§7.3). Nous nous intéressons maintenant à la dynamique de la protéine après ladsorption : quelles 
modifications de la dynamique de la protéine adsorbée et quelles conséquences pour son activité ? 
Nous avons choisi la diffusion incohérente de neutrons comme technique détude car elle permet i) 
de saffranchir totalement des importantes modifications de structure de la protéine adsorbée, à la 
différence de la fluorescence, ii) de sonder de façon globale la dynamique de la protéine adsorbée à 
léchelle de la picoseconde et iii) ce nest pas un technique optique et elle peut sappliquer à 
nimporte quel matériau pourvu quil ne contienne pas dhydrogène et que la protéine et le matériau 
soient en solution dans D2O (voir chap. 2, §7). De plus, cette technique peut être appliquée à très 
basse température, ce qui permet détudier la transition dynamique de la protéine adsorbée sur les 
NP de silice, ce qui na jamais été fait jusquà présent. La diffusion incohérente de neutrons 
appliquée aux protéines est présentée brièvement en introduction de ce chapitre (voir §1). 
Le système choisi pour cette étude est celui de la myoglobine, protéine modèle la plus simple, 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm qui ont une surface spécifique suffisamment grande 
pour permettre la préparation de ce type dexpérience où la concentration en protéine est très 
élevée. Il sagit par ailleurs dune expérience sur Très Grand Instrument pour laquelle nous avons fait 
une demande dexpérience longtemps à lavance. Les mesures ont été réalisées avant dobtenir les 
résultats sur lactivité de lhémoglobine adsorbée (voir chap. 7, §2), ce qui explique que nous nayons 
pas choisi ce système pour une première étude. 
Deux types de mesure ont été réalisés, par diffusion incohérente élastique et inélastique de 
neutrons. La diffusion élastique de neutrons nous a permis de comparer la mobilité de la myoglobine 
libre et adsorbée via la mesure du déplacement carré moyen des atomes dhydrogène de la protéine, 
ce qui permet de visualiser la transition dynamique de la protéine en solution, libre et adsorbée.  
La diffusion inélastique de neutrons est une mesure par spectroscopie vibrationnelle, utilisée pour 
analyser la densité détats vibrationnels de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice, cest-à-dire la 
distribution en énergie des modes de vibration de la protéine. Cette analyse permet également 
dévaluer la contribution entropique de ladsorption et de discuter des mécanismes impliqués à 
léchelle moléculaire lors de ladsorption.  
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1. Introduction à la diffusion incohérente de neutrons 
Nous avons analysé la dynamique de la myoglobine à léchelle de la picoseconde et pour un 
déplacement de quelques Å associée aux fluctuations de la structure de la protéine. La diffusion de 
neutrons thermiques est adaptée à ce type détude car lénergie des neutrons (E = 25 meV) permet 
de sonder les mouvements atomiques sur des temps caractéristiques de la dizaine picosecondes.  
Les deux grandeurs caractéristiques de la diffusion des neutrons par les noyaux de léchantillon sont 
langle de diffusion 2! et lénergie du neutron diffusé E = "# avec " la constante de Planck et # la 
fréquence de vibration. La diffusion est élastique sil ny a pas de transfert dénergie entre le neutron 
et léchantillon (d# = 0) et inélastique sil y a transfert dénergie entre le neutron et léchantillon (d# 
> 0, d# < 0). Lors dune expérience de diffusion de neutrons, le nombre de neutrons diffusés par 
unité dangle solide d$ et par unité de transfert dénergie d# est mesuré : cest la section efficace 
différentielle de diffusion. Concrètement, la mesure est celle dun gain en énergie du neutron diffusé 
(perte dénergie de léchantillon) car la perte en énergie du neutron est limitée par sa propre énergie 
incidente. 
Lorsque les neutrons diffusés (ondes diffusées) interfèrent entre eux, la diffusion est dite cohérente 
et permet dobtenir des informations sur les propriétés densemble du système, comme sa structure. 
Cependant, linteraction entre un neutron et un noyau diffuseur dépend également du spin du 
neutron (s = ± ½) et de la composition isotopique de léchantillon. Ces deux effets créent des 
différences entre ondes diffusées qui ne peuvent plus interférer : la diffusion devient incohérente et 
permet dobtenir des informations sur les mouvements atomiques. La diffusion incohérente permet 
de sonder la dynamique des polymères ou des protéines par exemple. 
Lintensité diffusée, cohérente et incohérente, dépend de la section efficace de diffusion de chacun 
des atomes de léchantillon. La section efficace de diffusion des atomes présents dans notre 
échantillon est indiquée ci-dessous pour une longueur donde incidente de 1,8 Å (tableau 7-1). 
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Noyau  cohérente (barn)  incohérente (barn) 
C 5,55 0,001 
N 11,01 0,50 
O 4,23 0,0008 
S 1,02 0,007 
H 1,76 80,27 
D 5,59 2,05 
Fe 11,22 0,4 
Si 2,13 0,004 
Tableau 6-1. Sections efficaces de diffusion cohérente et incohérente des 
différents atomes de léchantillon pour une longueur donde incidente de 1,8 Å 
(24) 
La section efficace de diffusion incohérente de lhydrogène (%incohérente = 80,27 barn) est nettement 
supérieure aux sections efficaces de diffusion cohérente (% < 11 barn) et incohérente (% < 2 barn) des 
autres atomes présents et du deutérium (24). Lorsque la myoglobine est en solution dans D2O, la 
diffusion incohérente des atomes dhydrogène de la protéine est la principale contribution à 
lintensité diffusée par léchantillon, les contributions cohérente et incohérente des autres atomes 
devenant négligeables. La diffusion incohérente de la myoglobine en solution est donc directement 
liée à la dynamique des atomes dhydrogène répartis uniformément dans la protéine et dont les 
mouvements sont associés à ceux des chaînes principales et latérales auxquelles ils sont liés.  
Dans nos conditions expérimentales, même si la dynamique mesurée est celle des fluctuations 
rapides et locales des atomes dhydrogène à une échelle de temps comprise entre 0,2 et 20 ps (voir 
chap. 2, §7), elles permettent détudier la dynamique globale de la myoglobine en solution (9, 10).  
La myoglobine est composée de 1200 atomes dhydrogène pour un total de 2400 atomes, soit 72 mg 
dhydrogène par gramme de myoglobine. Lorsque la myoglobine est mise en solution dans D2O, 
certains atomes dhydrogène peuvent séchanger avec le deutérium de leau lourde. A partir du 
nombre dhydrogène échangeables par acide aminé, la fraction maximale dhydrogène échangeables 
pour une molécule de myoglobine peut être évaluée à 21% (voir chap. 2, §7). Plusieurs dialyses dans 
D2O sont réalisées pour échanger et éliminer tous les atomes dhydrogène échangeables de la 
protéine.  
Les mesures ont été réalisées sur le spectromètre à temps de vol MIBEMOL au Laboratoire Léon 
Brillouin (CEA-CNRS) en collaboration avec Jean-Marc Zanotti. Nos mesures ont dailleurs été les 
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dernières sur MIBEMOL qui a été démonté depuis. Lénergie des neutrons incidents est sélectionnée 
grâce à plusieurs hacheurs (des disques en rotation dans le faisceau continu pourvus de fentes dont 
la vitesse détermine le temps douverture du faisceau) qui permettent de créer un faisceau pulsé, 
puis lénergie des neutrons diffusée est déterminée grâce à leur temps de vol.  
2. Mobilité de la myoglobine adsorbée 
Le déplacement carré moyen <u²> des atomes dhydrogène de la myoglobine libre et adsorbée sur 
les nanoparticules de silice 7 nm dans une solution de D2O a été mesuré par diffusion incohérente 
élastique de neutrons de 4 K à 298 K (Fig. 6-2) (voir chap. 2, §7.1). 
 
Figure 6-2. Evolution du déplacement carré moyen <u²> avec la température de la 
myoglobine libre ( ) et adsorbée ( ) sur les NP de silice 7 nm dans une solution de 
D2O (13% en masse Mb, 30% en masse NP), mesurée par diffusion incohérente de 
neutrons. Les pointillés marquent la transition dynamique de la myoglobine libre 
que lon observe peu après 200 K. 
Le déplacement carré moyen de la myoglobine libre augmente linéairement avec la température de 
4 à 200 K, puis une augmentation progressive de la pente de <u²> (T) est observée pour T > 200 K. 
Cette transition marque un changement de la dynamique de la myoglobine à une température de 
200 K. Elle est appelée transition dynamique des protéines et est commune à toutes les protéines en 
solution (25). Elle a été observée par diffusion inélastique de neutrons (19) mais également par 
dautres techniques : spectroscopie infrarouge (26), photolyse laser (27), cristallographie (28) et 
spectroscopie Mössbauer (12). La transition dynamique de la myoglobine en solution est comprise 
entre 180 K et 240 K daprès ces études.  
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Selon linterprétation de Döster (19), à une température inférieure à 200 K, les atomes dhydrogène 
de la myoglobine sont piégés et vibrent autour de leur position déquilibre. Leur dynamique est 
harmonique et <u²> évolue linéairement en fonction de la température. Lorsque la température est 
supérieure à 200 K, les atomes dhydrogène ont suffisamment dénergie pour sauter dune position à 
une autre, leur dynamique devient anharmonique (Fig. 6-3).  
Dautres interprétations ont été proposées et sont basées sur la coïncidence entre léchelle de temps 
du processus de relaxation et la fenêtre temporelle dobservation du spectromètre (29). 
 
Figure 6-3. Courbe dénergie potentielle dune protéine. Par analogie avec la 
transition vitreuse, la vibration des atomes autour de la position déquilibre en-
dessous de la température de transition correspond aux transitions & entre minima 
locaux tandis que les transitions à grande distance au-dessus de la température de 
transition sont associées aux relaxations ! (adapté daprès (7))  
A léchelle de la protéine, la transition dynamique correspondrait au passage dune distribution figée 
de conformations à un ensemble de conformations pouvant être explorées. Il faut noter que seules 
les protéines hydratées présentent cette augmentation de la dynamique par diffusion au-delà de la 
température de transition (30, 31) et quelle paraît liée à une variation de la mobilité des molécules 
du solvant. Par ailleurs, les échanges entre conformations semblent nécessaires à lactivité : la 
bactériorhodospine par exemple est inactive en-dessous de la température de transition (32). Des 
études plus anciennes avaient également montré que les enzymes pouvaient être actives à basse 
température (33). 
Les transitions entre minima à léchelle atomique donnent à une protéine sa flexibilité, qui lui permet 
dexplorer des mouvements collectifs de grande amplitude, indispensables pour assurer sa fonction 
(9, 10).  
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Le déplacement carré moyen de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice évolue linéairement avec 
la température sans que la transition dynamique ne soit observée. Malgré laugmentation de la 
température, la vibration des atomes dhydrogène reste harmonique et confinée autour de leur 
position déquilibre, la distribution de conformations de la myoglobine adsorbée est donc limitée par 
ladsorption. Laugmentation de <u²> visible sur le graphe est associée à la fusion de la glace et non à 
la dynamique de la protéine. Ce résultat démontre que la flexibilité de la myoglobine diminue 
globalement lors de ladsorption sur les NP de silice. Ladsorption de la myoglobine sur la surface de 
silice na donc pas seulement un effet local sur les résidus en interaction directe avec la surface mais 
un effet global sur la dynamique de la protéine. Les interactions entre myoglobine et NP de silice, à 
lorigine de la perte partielle de structure de la protéine, conduisent aussi à une diminution de la 
dynamique de la protéine. 
3. Densité détats vibrationnels de la myoglobine adsorbée  
Nous nous intéressons ici à la distribution en énergie des modes de vibration de la myoglobine 
adsorbée sur les NP de silice. Les neutrons sondent les mouvements des atomes dhydrogène de la 
protéine, qui oscillent autour de leur position déquilibre à une certaine fréquence. Chacune de ces 
fréquences correspond à un mode normal de vibration et lensemble des fréquences auxquelles 
vibrent les atomes décrivent les modes normaux de vibration caractéristiques de la protéine. La 
distribution en énergie (ou en fréquence) des modes de vibration est appelée densité détats 
vibrationnels. 
Il est possible de sonder la densité détat vibrationnelle dune protéine par diffusion inélastique de 
neutron, par spectroscopie infrarouge ou par spectroscopie Raman. Lavantage de la diffusion de 
neutrons par rapport aux spectroscopies infrarouge et Raman est la quasi absence de règles de 
sélections et le grand pouvoir pénétrant des neutrons, ce qui permet de « voir » tous les modes de 
vibration et de couvrir lensemble du spectre vibrationnel, en particulier à basse fréquence (de 1 à 
300 cm-1) et donc de faire une mesure beaucoup plus représentative de la densité détats 
vibrationnels de la protéine. 
De plus, lorsquune perturbation locale se propage à lensemble dune protéine, il semble que les 
modes de vibration à basse fréquence, cest-à-dire de basse énergie ("# < 40 meV), permettent de 
reproduire en grande partie les mouvements observés (34). Les modes normaux de vibration à basse 
fréquence qui correspondent à des mouvements collectifs de grande amplitude des atomes 
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dhydrogène sont en quelque sorte les « voies de communication » à lintérieur de la protéine, tandis 
que les modes de haute fréquence sont plus restreints et plus localisés dans la protéine.  
Ainsi, daprès certains modèles, les modes normaux de basse fréquence pourraient être liés aux 
mouvements de domaines au sein des protéines et à leur activité (8). Dans ce cas, la vibration des 
atomes selon les modes collectifs serait directement liée aux mouvements de domaines (par 
exemple lorsquune enzyme change de conformation lors de la fixation dun ligand) et à lactivité 
biologique de la protéine (35, 36).  
La densité détats vibrationnels de la myoglobine libre et adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 
nm dans une solution de D2O a été mesurée de 1 à 400 cm
-1 par diffusion inélastique de neutrons à 
240 K et à 298 K (Fig. 6-4) (voir chap. 2, §7.2). 
 
Figure 6-4. Densité détats vibrationnels g(") de la myoglobine libre ( ) et adsorbée ( ) sur les 
NP de silice 7 nm dans une solution de D2O (13% en masse Mb, 30% en masse NP) à 240 K (a) et 
à 298 K (b) mesurée par diffusion inélastique de neutrons et normalisée à la masse de la protéine 
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La densité détat vibrationnelle de la myoglobine adsorbée présente une diminution très importante 
des modes de vibration de basse fréquence à 240 K et à 298 K, sans modification de la forme des 
spectres. Les données sont superposables après normalisation (Fig. 6-5).  
La diminution de la densité détats de la myoglobine adsorbée est similaire à 240 K et à 298 K, ce qui 
montre une bonne reproductibilité des mesures à une température supérieure à la température de 
transition de la myoglobine et indique que les mécanismes impliqués dans la diminution du nombre 
de modes de vibration sont relativement indépendants de la température.  
 
Figure 6-5. Comparaison de la densité détats vibrationnels g(") de la myoglobine 
libre ( ) et adsorbée ( ) sur les NP de silice 7 nm à 298 K après normalisation 
Ladsorption ne modifie donc pas la forme des densités détats dans la fenêtre étudiée mais induit un 
appauvrissement de 20% en modes de basse fréquence calculé en intégrant la courbe, ce qui est bien 
supérieur aux modifications observées lors de la liaison de ligands de petite taille sur des protéines 
(généralement de quelques %) (37).  
Cette diminution du nombre de modes de vibration est par contre comparable à celle prédite par 
simulation pour limmobilisation des molécules deau à la surface dune protéine observée à des 
faibles niveaux dhydratation de la protéine (38) (Fig. 6-6).  
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Figure 6-6. Densité détats vibrationnels g(") de la dihydrofolate réductase 
calculée par analyse des modes normaux lorsque les molécules deau à sa surface 
sont libres (bleu) ou immobilisées (rouge), daprès (38) 
Lorsque les molécules deau sont immobilisées sur une surface, le nombre de modes de vibration de 
basse énergie est limité. De la même façon, la surface de silice pourrait immobiliser les résidus à son 
contact et diminuer la densité détats vibrationnels de la protéine adsorbée. Les atomes dhydrogène 
de ces résidus nauraient plus quune participation limitée aux modes collectifs de vibration à basse 
fréquence. Puisque le nombre de modes de vibration est proportionnel à la taille de la protéine (39), 
une diminution de 20' de la densité détats vibrationnels de la myoglobine correspondrait à une 
diminution de 20% du nombre de résidus mobiles, soit 30 acides aminés sur 153.  
Pour aller plus loin, on peut essayer dextraire des informations sur les variations dentropie liées à 
ladsorption à partir des densités détats vibrationnels en utilisant des relations de thermodynamique 
statistique. Nos mesures ne nous donnent accès quaux modes de basse fréquence (0-400 cm-1), mais 
des études par simulation ont montré que seule cette partie de la densité détats déterminait les 
modifications de conformation de la protéine (3). Une grande partie de lentropie vibrationnelle des 
protéines est ainsi associée aux modes normaux de basse fréquence (# < 400 cm-1) (40, 41). 
Daprès McQuarrie, lentropie vibrationnelle S peut être reliée à la densité détats vibrationnels (eq. 
1) (42). ܵ ൌ ݇஻ ׬ ݀߱Ǥ ܧሺ߱ሻܹሺ߱ሻஶ଴     (eq. 1) 
avec kB la constant de Boltzmann, E(#) la densité des modes normaux à la fréquence # et W(#) une 
fonction de pondération.  
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Dans le cas dun système harmonique, W(#) sécrit en fonction de & = 1/kBT (eq. 2) : ܹሺ߱ሻ ൌ ఉ௛ఠୣ୶୮ሺఉ¾ఠሻିଵെ ݈݊ሾͳ െ ሺെߚ¾߱ሻሿ   (eq. 2) 
Dans notre cas, lintégration est très simple car la forme des densités détats E(#) est inchangée lors 
de ladsorption (eq. 3 et 4). ܧெ௕௔ௗ௦௢௥௕±௘ሺ߱ሻ ൌ Ͳǡͺ כ ܧெ௕௟௜௕௥௘ሺ߱ሻ   (eq. 3) ܵெ௕௔ௗ௦௢௥௕±௘ ൌ Ͳǡͺ כ ܵெ௕௟௜௕௥௘                   (eq. 4) 
La variation de lentropie vibrationnelle de la myoglobine doit donc être proportionnelle à la 
diminution de 20% du nombre de modes de vibration à basse fréquence. Cependant, ces mesures ne 
donnent pas accès à la valeur absolue de lentropie de la protéine libre SMb libre. Lentropie 
vibrationnelle moyenne dune protéine est connue et la valeur rapportée dans la littérature est de 35 
cal.K-1.mol-1 par résidu (6). La variation de lentropie vibrationnelle de la myoglobine adsorbée peut 
être évaluée à *S = 35 x 30 résidus immobilisés = -1.103 cal.K-1.mol-1. 
La mesure de lénergie dadsorption de la myoglobine sur les NP de silice par microcalorimétrie  a 
montré que la variation dentropie était favorable à ladsorption (voir chap. 4). Il existe donc un 
mécanisme qui compense la diminution de lentropie vibrationnelle observée lors de ladsorption de 
la myoglobine sur la silice. Lorsque les nanoparticules sont en solution, une couche deau est 
adsorbée à leur surface. Or leau adsorbée est presque immobile à la surface de la silice (43). Si les 
molécules deau se désorbent lors de ladsorption de la myoglobine, alors elles devraient gagner en 
entropie. La variation dentropie liée à la désorption des molécules deau de la silice peut être 
estimée à partir de lentropie de désorption de la vapeur deau dune surface de silice évaluée dans 
la littérature à 40-45 cal.K-1.mol-1 (44) (Fig. 6-7). Lentropie de leau liquide et de la vapeur deau 
utilisées sont de 16,72 et 45,11 cal.K-1.mol-1 respectivement.  
 
Figure 6-7. Calcul de lentropie de désorption des molécules deau de la surface de 
silice à partir de lentropie de désorption de la vapeur deau de la silice (44) 
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Lentropie liée à la désorption des molécules deau de la surface de silice est de lordre de 10 à 15 
cal.K-1.mol-1 par molécule deau. La désorption de 70 à 100 molécules deau de la surface serait donc 
suffisante pour compenser la diminution de lentropie vibrationnelle dune molécule de myoglobine 
adsorbée. La surface occupée par une molécule deau est de 0,1 nm², soit une surface totale de 7 à 
10 nm² pour 70 à 100 molécules deau (44). Compte-tenu de sa taille, la surface occupée par la 
myoglobine est au minimum de 7 nm². On peut donc tout à fait envisager une désorption de leau sur 
une surface équivalente lors de ladsorption de la protéine.  
Ladsorption de la myoglobine reste toutefois un processus associé à un gain dentropie (voir chap. 4, 
§5). Si toute la variation dentropie est compensée par la désorption des molécules deau, cela 
représente 300 molécules deau, soit une surface de 20 à 30 nm². Cela reste inférieur à la surface 
maximale de 50 nm² calculée pour une myoglobine totalement déstructurée (voir chap. 5, §1). Une 
surface occupée par la myoglobine de 20 à 30 nm² serait tout à fait cohérente au vu de la perte 
partielle de structure de la protéine adsorbée. Pour aller plus loin, une étude AFM avec une grande 
résolution pourrait peut-être permettre de voir un « pavage » de la myoglobine sur la surface.  
Lanalyse de la densité détats vibrationnels de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice montre 
que : 
i) le nombre de modes de vibration à basse fréquence de la myoglobine diminue de 20% 
lors de ladsorption,  
ii) linteraction entre les résidus et la silice conduit à une diminution de lentropie 
vibrationnelle de la myoglobine de lordre de -1.103 cal.K-1.mol-1, 
iii) la désorption des molécules deau adsorbées sur la silice par la myoglobine peut 
compenser la variation dentropie de la protéine. 
Létude des modes de vibration de la myoglobine adsorbée nous renseigne ainsi de manière indirecte 
sur les mécanismes dinteraction entre myoglobine et surface : le nombre de modes de vibration à 
basse fréquence de la protéine diminue et serait compensé par la désorption des molécules deau de 
la surface de la silice lors de ladsorption de la myoglobine, sur une surface égale à celle occupée par 
la protéine. 
4. Discussion 
Ces résultats montrent très clairement que la dynamique de la myoglobine est fortement modifiée 
lors de ladsorption : la transition dynamique de la protéine semble totalement supprimée et les 
modes de vibration à basse fréquence sont réduits de 20%. Une disparition de la transition 
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dynamique dune protéine en solution est très rare, ce phénomène étant habituellement restreint 
aux protéines totalement déshydratées. Cela montre que ladsorption immobilise une partie de la 
protéine sur la surface et bloque les mouvements de diffusion intramoléculaire qui permettent la 
transition.  
Ces résultats sont cohérents avec les quelques études dautres systèmes réalisées par fluorescence 
et par RMN qui indiquaient une diminution de la dynamique des protéines adsorbées (11, 16). Cette 
étude permet de confirmer cette tendance sur un autre système et à laide dune autre technique 
expérimentale. 
Lexplication dun gain dentropie par augmentation du nombre de degrés de liberté de la protéine 
adsorbée du modèle de Norde nest donc pas valable. La perte de structure de la protéine permet 
détablir plus de points de contact avec la surface par étalement mais saccompagne dune 
diminution de la mobilité de la protéine. Le gain dentropie mesuré lors de ladsorption pourrait être 
lié à la déshydratation de la surface hydrophile sur laquelle des molécules deau sont elles aussi 
immobilisées. Il serait intéressant détudier la dynamique de protéines adsorbées pour des systèmes 
très différents où des pertes très importantes dentropie sont mesurées lors de ladsorption (voir 
chap. 4, Fig. 4-16). 
De plus, les protéines les plus flexibles et riches en résidus basiques sont celles qui ont le plus 
daffinité pour ladsorption, tandis que les protéines rigides pauvres en résidus basiques ne 
sadsorbent pas ou seulement de manière transitoire. Les contributions enthalpiques restent une 
contribution défavorable par rupture de liaisons faibles sil y a perte de structure et une contribution 
favorable lorsquun maximum dinteractions est établi avec la surface. Les protéines rigides 
perdraient moins dentropie lors de ladsorption que les protéines plus flexibles, leur non adsorption 
est donc probablement enthalpique, liée à un nombre insuffisant dinteractions avec la surface du 
fait dun faible nombre de résidus basiques et dune structure peu déformable qui ne permet pas un 
étalement de la protéine sur la surface. Au contraire, les protéines flexibles peuvent sétaler sur la 
surface, ce qui permet un gain important dentropie par désorption des molécules deau, et une 
augmentation des interactions entre résidus basiques et surface.  
Pourtant, la myoglobine nest pas totalement « étalée » sur la surface puisquelle conserve une partie 
de sa structure secondaire, peut-être du fait de régions plus rigides et peu propices à interagir avec la 
surface, comme lhème.  
Pourrait-on inverser le raisonnement en faisant lhypothèse quune surface qui nadsorbe pas de 
molécules deau nadsorbera pas de protéines ? Pour augmenter la biocompatibilité des matériaux, il 
230 
 
est courant de fonctionnaliser les surfaces avec des polymères (PEG), ce qui empêche ladsorption 
des protéines. Cet effet est-il purement stérique (cest limage du polymère dont les longues chaînes 
« balayent » la solution) ou dautres mécanismes peuvent-ils jouer ? La fonctionnalisation pourrait 
supprimer les sites dadsorption des protéines en supprimant à la fois les molécules deau 
immobilisées (et la compensation entropique) et les sites chargés (et la composante enthalpique) 
pour rendre ladsorption défavorable du point de vue thermodynamique. 
Dautre part, du point de vue de létat de la protéine adsorbée, les modifications de dynamique de la 
myoglobine sont au moins aussi importantes que les modifications de structure. Cela montre que 
létat de la protéine adsorbée est très différent, du point de vue dynamique, de celui dune protéine 
dénaturée.  
Il serait intéressant de poursuivre cette étude à dautres échelles de temps, pour voir si le processus 
observé à léchelle de la picoseconde se propage à des échelles de temps supérieures (Fig. 6-1). Une 
étude par RMN du solide peut être bien adaptée à ce type de système. La dynamique des résidus 
tryptophane, étudiée par anisotropie de fluorescence, apporterait aussi des informations sur une 
large gamme de temps caractéristiques. 
Des sondes encore plus locales pourraient aussi être utilisées afin de voir si la modification de la 
dynamique à léchelle globale de la protéine a des répercussions sur la dynamique locale déléments 
« clés » comme le fer de lhème, qui pourrait être sondé par spectroscopie Mössbauer. En effet, la 
dynamique globale de la protéine est, selon certains auteurs, liée à la dynamique locale de latome 
de fer, grâce à la liaison entre latome de fer et lhistidine proximale (45). Une perturbation 
extérieure de la dynamique globale de la myoglobine (puisque lhème ne semble pas affecté 
directement par ladsorption) peut-elle conduire par couplage à une modification de la dynamique 
du fer ? 
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Les points clés 
Les résultats obtenus lors de létude de la dynamique de la myoglobine et des protéines de levure 
adsorbées sur les nanoparticules de silice peuvent être résumés :  
- La dynamique de la myoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice à léchelle de la 
picoseconde à la dizaine de picoseconde, associée aux fluctuations de la structure de la 
protéine de quelques Å, peut être sondée par diffusion incohérente élastique et inélastique 
de neutrons en solution. 
 
- Le déplacement carré moyen des atomes dhydrogène de la myoglobine adsorbée ne 
présente pas de transition dynamique à 200 K caractéristique de la myoglobine libre en 
solution, ce qui na jamais été observé pour une protéine en solution. La distribution de 
conformations de la myoglobine adsorbée serait limitée par rapport à la myoglobine en 
solution. La dynamique de la myoglobine diminue lors de ladsorption sur les nanoparticules 
de silice.  
 
- Ladsorption sur les nanoparticules a un effet global sur la dynamique de la myoglobine et ne 
touche pas seulement les résidus en interaction directe avec la surface. 
 
- Le nombre de modes de vibration à basse fréquence et lentropie vibrationnelle de la 
myoglobine diminue de 20' lors de ladsorption 
 
- Lanalyse thermodynamique de ladsorption suggère que la perte dhélicité et la diminution 
de la dynamique de la protéine défavorables à ladsorption sont compensées par la 
formation dinteractions électrostatiques entre résidus basiques et surface de silice et par la 
désorption des molécules deau de la surface par la myoglobine. 
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CHAPITRE 7  
Activite!  des prote! ines adsorbe!es 
Relativement peu détudes de lactivité des protéines adsorbées portent sur des systèmes non 
enzymatiques. La plupart des études se rapportent à des enzymes immobilisées sur une surface, 
domaine détude bien documenté et qui a récemment été étendu aux nanomatériaux (1, 2). Lors de 
ladsorption dune enzyme sur un matériau nanostructuré, son activité peut être conservée (3), 
inhibée (4-6) ou au contraire augmentée (7, 8). La réponse de chaque système dépend à la fois de 
lenzyme considérée et du type de nanomatériau (9, 10). Si lactivité du lysozyme est partiellement 
inhibée sur les NP de silice (11), il reste cependant difficile de prédire lactivité dautres protéines, 
même lorsque celles-ci sont adsorbées sur une même surface (3).  
La mesure de lactivité denzymes adsorbées sur des NP peut poser un problème dinterférence : le 
substrat ainsi que les cofacteurs nécessaires à lactivité enzymatique peuvent interagir tout comme la 
protéine avec les NP et interférer avec le protocole de mesure (12, 13). Pour minimiser ce type 
dinterférences lors des mesures dactivité, nous avons mesuré une activité de fixation de gaz, 
loxygénation de lhémoglobine. Une étude a en effet montré que loxygène ninteragissait pas avec 
la silice colloïdale (14). Lactivité de lhémoglobine après désorption est également étudiée pour 
évaluer la réversibilité du système. 
Notre étude de lactivité des protéines adsorbées sur les nanoparticules de silice est centrée sur 
lhémoglobine. Cependant, nous avons également voulu déterminer lactivité de fixation de deux 
petites molécules en solution, azoture et imidazole, de notre seconde protéine modèle, la 
metmyoglobine. En effet, une étude a montré que la metmyoglobine adsorbée sur des NP dor et 
dargent peut fixer lazoture (15), mais ne rapporte pas laffinité de la protéine pour son ligand dans 
ces conditions. Nous avons mesuré laffinité de la metmyoglobine adsorbée pour deux ligands 
différents. Pour prendre en compte de possibles interférences pour ce système, les interactions 
entre azoture et nanoparticules de silice ont été testées. Cette étude est rapportée dans la première 
partie de ce chapitre. 
Lactivité de lhémoglobine est étroitement liée à sa structure tétramérique : la dissociation des sous-
unités en dimères ou monomères conduit à la disparition de la coopérativité (16). Pour déterminer si 
lhémoglobine conserve sa structure tétramérique lors de ladsorption sur les nanoparticules de 
silice, nous avons mesuré la coopérativité de lhémoglobine adsorbée. Laffinité de lhémoglobine est 
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sensible aux effecteurs, tels que protons, 2,3-diphosphoglycérate (DPG) et inositol hexaphosphate 
(IHP). Les modifications dactivité de lhémoglobine adsorbée dans différentes conditions de pH et en 
présence de DPG et dIHP ont été étudiées. De plus, le DPG et lIHP sont spécifiques du tétramère 
dhémoglobine et ne peuvent se lier à lhémoglobine adsorbée qui si leur site de fixation est 
préservé. Nous avons également étudié ladsorption et loxygénation dune hémoglobine pontée Hb 
DCL dont les sous-unités sont liées. Ces résultats sont présentés dans la deuxième partie de ce 
chapitre. 
Une fois le protocole expérimental bien établi pour la mesure doxygénation de lhémoglobine 
adsorbée, nous avons cherché à déterminer si nos observations sur lhémoglobine de porc étaient 
généralisables à dautres systèmes. Suite à une discussion avec Frédéric Galactéros du CHU Henri 
Mondor à Créteil, et avec Véronique Baudin-Creuza, Laurent Kiger et Michael Marden (INSERM 
U779) du CHU du Kremlin-Bicêtre, nous avons choisi détendre notre étude à lhémoglobine 
humaine, à lhémoglobine pontée Hb DCL et à une hémoglobine anormale, HbS. Cette étude nous a 
permis de valider le modèle choisi au cours de la thèse (Hb de porc) et détudier un effet de 
variabilité ou de sensibilité particulière de certains variants de lhémoglobine à ladsorption sur les 
NP de silice. Les résultats obtenus sur la protéine purifiée ont également été comparés à ceux 
réalisés à partir dun hémolysat, environnement plus complexe mais plus pertinent du point de vue 
biologique.  
Enfin, les modifications dactivité de lhémoglobine adsorbée sont discutées à partir des principaux 
modèles de coopérativité de la littérature.  
1. Fixation de ligands de la metmyoglobine   
Sous sa forme native, la myoglobine peut fixer une molécule doxygène. Cependant, loxymyoglobine 
est instable dès la purification et soxyde très rapidement en metmyoglobine. Il est difficile de 
travailler avec une solution contenant 100% doxyMb sans contamination par la metMb. De plus, si 
nous voulons mesurer la fixation doxygène de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice, il est 
nécessaire dagiter longtemps la solution sous un flux dargon pour désoxygéner la suspension, ce qui 
risquerait de conduire à une formation très importante de metMb. Plutôt que de travailler sur une 
solution instable doxyMb, nous avons préféré travailler directement sur la forme stable et 
contrôlable de la metMb.  
La metmyoglobine peut fixer dautres ligands, tels que le cyanure CN-, lazoture N3
-, lion nitrite NO2
-, 
lion fluorure F- ou limidazole C3H4N2. Lazoture N3
- est un ligand chargé de petite taille qui a une 
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forte affinité pour la metmyoglobine (Ka = 1,5.10
4 M-1 à pH 7,1 (17)), tandis que limidazole est un 
cycle aromatique de taille plus importante et daffinité nettement plus faible pour la myoglobine (Ka 
= 0,6.102 M-1 (17)). Etudier la fixation de lazoture et de limidazole sur la metmyoglobine adsorbée 
sur des nanoparticules de silice permet ainsi de comparer la fixation de deux ligands aux propriétés 
bien différentes.  
1.1 Azoture 
La fixation de lazoture sur la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm a été 
mesurée en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C (Fig. 7-1).  
 
Figure 7-1. (a) Fixation de lazoture sur la metmyoglobine libre ( ) et adsorbée sur 
les nanoparticules de silice 7 nm ( ) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 
(CMb=10 µM, CNP=15 mg/mL). (b) Diagramme de Hill et régression linéaire de pente 
1 avec Y la fraction de metmyoglobine liée à lazoture 
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Dans les conditions expérimentales, 90 % de la metmyoglobine est adsorbée sur les NP de silice. 
Lajout dazoture ne provoque pas de désorption de la protéine. La metmyoglobine adsorbée peut 
être saturée au même niveau que la metMb libre par lazoture comme le montre la figure 6-1a, 
lhème reste donc accessible au ligand après adsorption.  
La mesure de fixation de lazoture est représentée sous la forme dun diagramme de Hill (Fig. 7-1b). 
Une régression linéaire de pente 1, définie pour un système non coopératif, permet de déterminer la 
constante dassociation Ka de la metmyoglobine pour lazoture et donc laffinité de la metmyoglobine 
libre et adsorbée pour lazoture (voir chap. 2, §6.1) (tableau 7-1).  
Conditions Ka 
Mb libre
 (M-1) Ka 
Mb adsorbée
 (M-1) 
Tampon Phosphate pH 7,4 1,9 ± 0,1.104 0,8 ± 0,1.104 
Tampon BisTris-HCl pH 6 3,5 ± 0,2.104 2,9 ± 0,7.104 
Tableau 7-1. Constantes dassociation de lazoture avec la metmyoglobine libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm à pH 6 et à pH 7,4 
A pH 8,7 où moins de 20 % de la metmyoglobine est adsorbée, aucune différence significative nest 
observée entre la constante de fixation de la metmyoglobine libre sans NP (Ka = 1,6 ± 0,2.10
4 M-1) et 
de la metmyoglobine libre en présence de NP (Ka = 1,3 ± 0,3.10
4 M-1). Il ny a donc pas dartefact ou 
dinteraction avec la silice lors de la mesure de fixation de lazoture en présence de NP. Nous avons 
montré quil ny avait pas dinterférence entre azoture et NP lors de la mesure dactivité de la 
metmyoglobine adsorbée. 
A pH 7,4, la constante dassociation de la metmyoglobine libre correspond à la valeur de la littérature 
(17). La constante dassociation de la metmyoglobine adsorbée pour lazoture (Ka = 0,8 ± 0,1.10
4 M-1) 
est divisée par deux par rapport à celle de la metmyoglobine libre (Ka = 1,9 ± 0,1.10
4 M-1). On observe 
une diminution de laffinité de la metmyoglobine pour lazoture lorsque la protéine est adsorbée sur 
les NP de silice, mais cette diminution reste faible comparée aux variations de plusieurs ordres de 
grandeur observées lorsque le ligand change (17).  
Laffinité de la metmyoglobine pour lazoture dépend du pH de la solution : plus la solution est acide, 
plus laffinité est grande (17). La constante dassociation mesurée à pH 6 en tampon BisTris-HCl est 
plus grande que la constante à pH 7,4 en tampon Phosphate (notre mesure), mais aussi plus grande 
que la valeur de la littérature à pH 6 en tampon Phosphate (Ka = 2,5.10
4 M-1 (17)), par effet conjoint 
du tampon et du pH.  
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A pH 6 où 100 % de la metmyoglobine est adsorbée sur les NP de silice, la constante dassociation de 
la metmyoglobine libre pour lazoture (Ka = 3,5 ± 0,2.10
4 M-1) nest pas significativement supérieure à 
celle de la metmyoglobine adsorbée (Ka = 2,9 ± 0,7.10
4 M-1). Pourtant la perte dhélicité de la 
metmyoglobine adsorbée est similaire à pH 6 et à pH 7,4  (voir chap. 5, §2.2). Aucune modification 
des propriétés électroniques na par ailleurs été observée lors de ladsorption (voir chap. 5, §4.2). La 
perte dhélicité, qui représente pourtant une diminution de 50% de la structure de la protéine, 
naffecte donc pas ou peu la fixation dun ligand de la metmyoglobine. 
La différence de la modification de laffinité lors de ladsorption à pH 6 et à pH 7,4 pourrait être 
expliquée par un effet de charge. Une étude a montré que des anions en solution, tels que ClO4
-, I- ou 
Br-, pouvaient diminuer laffinité de la myoglobine pour lazoture (18), grâce à un site dinteraction 
proche de lhème impliquant notamment les résidus histidine (E7), thréonine (E10) et arginine (CD3). 
La fixation dun anion sur ce site diminuerait la densité de charge positive de lhème et laffinité de la 
protéine pour lazoture. Même si cette région très proche de lhème nest probablement pas en 
interaction directe avec la surface de silice, un des sites potentiels dadsorption implique des résidus 
des hélices E et F (voir chap. 5, §6). Il est possible que la surface chargée négativement de la silice ait 
un effet similaire à celui des anions en solution et induise une diminution de la densité de charge 
positive au niveau de lhème. Le potentiel !, qui est un indicateur de cette charge de surface, est de   
-4,2 mV en tampon BisTris-HCl à pH 6 et de -20,4 mV en tampon Phosphate à pH 7,4 (voir chap. 3, 
§2.4). La surface des NP de silice est donc peu chargée à pH 6 comparée à pH 7,4, ce qui pourrait 
expliquer le plus faible effet de ladsorption de la metmyoglobine sur la fixation de lazoture à pH 6. 
La mesure de laffinité pour lazoture de la myoglobine adsorbée sur des NP non chargées pourrait 
permettre de confirmer ou non lhypothèse dun effet de charge. Nous avons étudié la fixation dun 
ligand non chargé sur la metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice : limidazole. 
1.2 Imidazole 
La fixation de limidazole sur la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été 
mesurée en tampon Phosphate à pH 7,4 à 25°C, conditions dans lesquelles limidazole est à 71% sous 
sa forme déprotonée de charge nulle (pKa = 7,0 à 25°C) (Fig. 7-2)(19). 
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Figure 7-2. (a) Fixation de limidazole sur la metmyoglobine libre ( ) et adsorbée 
sur les nanoparticules de silice 7 nm ( ) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 
(CMb=10 µM, CNP=15 mg/mL). (b) Diagramme de Hill et régression linéaire de pente 
1 avec Y la fraction de metmyoglobine liée à limidazole 
La mesure de la fixation de lazoture ne montre aucune différence entre myoglobine libre et 
adsorbée : fixation et affinité de la myoglobine libre et adsorbée pour limidazole sont identiques. Par 
contre, la désorption dune partie de la myoglobine adsorbée (18 %) est observée aux concentrations 
les plus élevées en imidazole. En effet, la myoglobine ayant une affinité beaucoup plus faible pour 
limidazole que pour lazoture, une concentration bien plus élevée dimidazole doit être utilisée pour 
lier 100 % de la protéine : jusquà 100 mM dimidazole (6,8 g/L) pour 10 µM de myoglobine (0,2 g/L). 
A cette concentration, le tampon Phosphate 100 mM ne permet plus de fixer le pH à 7,4. Le pH de la 
solution atteint 8,2 ce qui explique la désorption partielle de la myoglobine aux concentrations les 
plus élevées en imidazole. Il ny a cependant pas de désorption à des concentrations moyennes en 
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imidazole et aucune différence nest observée entre les courbes de fixation de la myoglobine libre et 
adsorbée.  
La mesure de fixation de limidazole sur la metmyoglobine adsorbée à pH 6 na pas pu être réalisée 
car des concentrations encore plus élevées en imidazole sont nécessaires, laffinité étant plus faible à 
pH 6 (17), ce qui conduit à la désorption de la myoglobine. De même, nous navons pas réalisé la 
mesure en tampon Tris-HCl car le pH de la solution est supérieur à 9, ce qui risque de déstabiliser la 
surface de silice (voir chap. 3, §2.1). Le système nest alors plus comparable à celui étudié à pH 7,4. 
Le diagramme de Hill (Fig. 7-2) permet de calculer la constante dassociation de limidazole avec la 
metmyoglobine (tableau 7-2).  
Conditions Ka 
Mb libre
 (M-1) Ka 
Mb adsorbée
 (M-1) 
Tampon Phosphate pH 7,4 1,7 ± 0,2.102 1,5 ± 0,4.102 
Tableau 7-2. Constantes dassociation de limidazole avec  la metmyoglobine libre 
et adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm à pH 7,4 
La constante mesurée à pH 7,4 est supérieure à la valeur rapportée dans la littérature à pH 7,1 (Ka = 
0,6.102 M-1) (17) ce qui est très probablement lié aux différentes conditions de mesure utilisées (pH, 
température et tampon). Les constantes dassociation de limidazole avec la metmyoglobine libre (Ka 
= 1,7 ± 0,2.102 M-1) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm (Ka = 1,5 ± 0,4.10
2 M-1) sont équivalentes à 
lincertitude près. Lhème reste donc accessible et disponible pour lier une molécule dimidazole 
lorsque la myoglobine est adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Aucune modification de laffinité de la 
metmyoglobine adsorbée pour limidazole nest observée.  
Au-delà de la constante dassociation, il serait intéressant de poursuivre cette étude par la mesure 
par microcalorimétrie ITC des variations denthalpie et dentropie de fixation des ligands de la 
metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice. Une autre approche, par mesure des vitesses dentrée 
et de sortie des ligands pourrait également  être intéressante. En effet, la constante dassociation Ka 
est égale au rapport de la vitesse dentrée kon sur la vitesse de sortie du ligand koff. Or nous ne savons 
pas si kon et koff sont identiques avant et après adsorption, ou si seul le rapport kon/koff reste constant.  
Dune façon plus générale, il est surprenant de constater que la metmyoglobine adsorbée, bien quen 
partie déstructurée conserve presque intégralement son activité. La perte dhélicité ne modifie pas 
(imidazole) ou peu (azoture) laffinité de la protéine pour son ligand, alors quil est généralement 
admis que la perte de structure dune protéine saccompagne de la perte de son activité. 
Contrairement aux études de dénaturation en température ou en milieu dénaturant, létude de la 
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myoglobine adsorbée sur les NP de silice permet de mesurer laffinité de la myoglobine lorsque la 
protéine est en partie déstructurée, sans perte dhème (voir chap. 5). Ladsorption des protéines sur 
les nanomatériaux représente un nouveau stress pour les protéines (comme la température ou la 
pression) et pourrait permettre de nouvelles études sur la relation entre structure et activité dune 
protéine sous contrainte. 
Lactivité de la metmyoglobine semble dominée par la formation de la liaison ligand-hème et peu 
sensible aux modifications structurales de la globine, ce qui pourrait être lié à la présence dun Fe3+ 
plutôt que dun Fe2+. Une mesure de lactivité de fixation du CO par le Fe2+ de la myoglobine pourrait 
apporter une plus grande sensibilité à des modifications au niveau de la globine mais est délicate à 
mettre en uvre. Il est plus simple de travailler directement sur loxygénation de lhémoglobine. 
2. Oxygénation de notre protéine modèle, lhémoglobine de porc 
Létude de lactivité de lhémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice a été réalisée dans un 
premier temps sur notre protéine modèle, lhémoglobine de porc, pour les mêmes raisons qui nous 
ont conduits à létudier jusquici : la possibilité de purifier lhémoglobine en grandes quantités au 
Laboratoire de Radiolyse (sans agrément spécifique) et la fixation dun ligand gazeux. 
Ladsorption de protéines oligomériques sur une surface a été très peu étudiée et lhémoglobine, de 
par sa coopérativité, possède une signature de sa structure quaternaire visible lors de la mesure de 
son activité. Nous pourrons également tester la disponibilité de plusieurs sites de fixation de 
lhémoglobine adsorbée : celui des molécules doxygène au niveau du groupement prosthétique mais 
également celui de deux effecteurs, le 2,3-diphosphoglycérate (DPG) et linositol hexaphosphate 
(IHP) au niveau de la globine.  
Pour étudier lactivité de lhémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice, nous avons mesuré 
la fixation doxygène par la protéine, son affinité et sa coopérativité dans différentes conditions.  
2.1 Oxygénation de lhémoglobine adsorbée 
Loxygénation de lhémoglobine de porc libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été mesurée en 
tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 à 25°C par tonométrie (voir chap. 2, §6.2) (Fig. 7-3).  
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Figure  7-3. Oxygénation de lhémoglobine de porc libre ( ) et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 20 nm ( ) à 25°C en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6. 
Lhémoglobine est totalement adsorbée sur les NP (CHb = 50 µM, CNP = 34 mg/mL) 
La courbe doxygénation de lhémoglobine libre est caractérisée par sa forme sigmoïde qui témoigne 
de la coopérativité de lhémoglobine, et par la pression partielle en oxygène à laquelle 50% de 
lhémoglobine est oxygénée (P50), indicateur de laffinité de lhémoglobine pour loxygène (plus la 
courbe est déplacée vers les basses pressions en oxygène, plus la P50 est faible, plus laffinité est 
élevée). La P50 de lhémoglobine de porc libre à pH 6 à 25°C est de 17,1 ± 0,5 mmHg. 
Lorsque lhémoglobine est adsorbée sur les nanoparticules de silice, un déplacement de la courbe 
doxygénation vers la gauche est observé, ce qui correspond à une augmentation de laffinité de 
lhémoglobine adsorbée. La P50 de lhémoglobine de porc adsorbée sur les NP de silice à pH 6 à 25°C 
est de 8,7 ± 0,5 mmHg, soit une diminution de la P50 dun facteur 2 lors de ladsorption.  
La courbe doxygénation de lhémoglobine adsorbée a également une forme plus hyperbolique, ce 
qui indique une diminution de la coopérativité de la protéine adsorbée. Pour quantifier cette 
variation, loxygénation de lhémoglobine est représentée sous la forme dun diagramme de Hill. Une 
régression linéaire permet de calculer le coefficient de Hill (n), indicateur de la coopérativité de 
lhémoglobine lors de la fixation de loxygène (20) (Fig. 7-4). 
243 
 
 
Figure  7-4. Diagramme de Hill avec Y la fraction dhémoglobine oxygénée de 
lhémoglobine de porc libre ( ) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm (
) à 25°C en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6. La pente de la régression linéaire 
indiquée en pointillés correspond au coefficient de Hill (n). 
Le coefficient de Hill de lhémoglobine libre est de 2,8 ± 0,1, valeur identique pour lhémoglobine de 
porc et lhémoglobine humaine (21). La fixation dune molécule doxygène sur un hème augmente 
laffinité des autres sites de fixation. Le coefficient de Hill de lhémoglobine adsorbée est de 1,6 ± 0,1. 
Le coefficient de Hill reste supérieur à 1, valeur associée à un système non coopératif, ce qui signifie 
que lhémoglobine adsorbée reste coopérative, même si ce mécanisme est moins efficace que pour 
lhémoglobine libre. Puisque la coopérativité dépend de la structure quaternaire de lhémoglobine 
(monomères, dimères et trimères sont non coopératifs  (16, 22, 23)), un coefficient de Hill supérieur 
à 1 indique clairement que lhémoglobine adsorbée reste structurée en tétramère et quil ny a pas 
de dissociation de loligomère lors de ladsorption de la protéine sur la surface de silice.  
Ladsorption de lhémoglobine de porc sur les NP de silice 20 nm à pH 6 à 25°C conduit à 
dimportantes modifications de lactivité de la protéine qui se traduisent par une augmentation dun 
facteur 2 de son affinité et une diminution de sa coopérativité, sans dissociation du tétramère. 
2.2 Effet des protons 
Lactivité de lhémoglobine est modulée par la fixation de protons et est donc sensible au pH de la 
solution (17). Plus le pH est bas, plus laffinité de lhémoglobine pour loxygène est faible, ce qui se 
traduit par un déplacement de la courbe doxygénation vers les pressions en oxygène plus élevées. 
Cest leffet Bohr. Pour évaluer la sensibilité de lhémoglobine adsorbée à un effet du pH, 
244 
 
loxygénation de lhémoglobine de porc libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été comparée à 
pH 6, à pH 7,4 et à pH 8,7 à 25°C (Fig. 7-5).  
 
Figure  7-5. Oxygénation de lhémoglobine de porc libre ( ) et en présence de 
nanoparticules de silice 20 nm ( ) à 25°C en tampon 100 mM BisTris-HCl à pH 6 
(a), Phosphate à pH 7,4 (b) et Tris-HCl à pH 8,7 (c). Lhémoglobine est totalement 
adsorbée sur les NP à pH 6 et à pH 7,4 et nest pas adsorbée à pH 8,7 (CHb = 50 µM, 
CNP = 34 mg/mL) 
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Leffet Bohr se vérifie bien pour lhémoglobine de porc dont la P50 est de 3,2 ± 0,5 mmHg à pH 8,7, de 
7,7 ± 0,5 mmHg à pH 7,4 et de 17,1 ± 0,5 mmHg à pH 6 à 25°C. Les valeurs obtenues sont proches de 
celles de la littérature, mesurées dans des tampons différents (24).  
A pH 8,7 lhémoglobine nest pas adsorbée sur les NP de silice et aucune modification de la courbe 
doxygénation nest observée en présence de NP. Cela montre que la mesure nest pas perturbée par 
la présence des NP en solution, même à forte concentration.  
Ladsorption de lhémoglobine à pH 6 et à pH 7,4 se traduit par une diminution de la P50 dun facteur 
de lordre de 2, soit 8,7 ± 0,5 mmHg pour lhémoglobine adsorbée à pH 6 et 4,7 ± 0,5 mmHg pour 
lhémoglobine adsorbée à pH 7,4. De plus lhémoglobine adsorbée à pH 6 a une affinité plus faible 
que lhémoglobine adsorbée à pH 7,4 : leffet Bohr est donc conservé sur lhémoglobine adsorbée et 
laffinité de la protéine est modulée par des effets damplitude similaire à la fois par ladsorption et 
par le pH de la solution. Cela implique que les sites de fixation des protons restent protonables après 
adsorption.  
Le coefficient de Hill n est calculé à partir des courbes doxygénation (tableau 7-3). 
Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb 
P50 (mmHg) 
Hb + NP 
n 
Hb  
n 
Hb + NP 
BisTris-HCl pH 6,0 
T = 25°C 
17,1 ± 0,5 8,7 ± 0,5 2,8 ± 0,1 1,6 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 25°C 
7,7 ± 0,5 4,7 ± 0,5 3,0 ± 0,1 1,9 ± 0,1 
Tris-HCl pH 8,7 
T = 25°C 
3,2 ± 0,5 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 
Tableau 7-3. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine de porc libre (CHb = 
50 µM) et en présence de nanoparticules de silice 20 nm (CNP = 34 mg/mL) en 
tampon 100 mM à 25°C. Lhémoglobine est totalement adsorbée sur les NP à pH 6 
et à pH 7,4 et nest pas adsorbée à pH 8,7.  
Le coefficient de Hill de lhémoglobine libre est en moyenne de 2,9 et reste inchangé de pH 6 à pH 9. 
Ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice conduit à une diminution du coefficient de Hill 
aussi bien à pH 6 quà pH 7,4 (1,9 ± 0,1). Leffet de ladsorption est donc similaire à pH 6 et à pH 7,4 
et se traduit par une augmentation de laffinité et une diminution de la coopérativité de 
lhémoglobine.  
Bien que leffet Bohr soit connu depuis plus dun siècle (25), les résidus directement impliqués par 
protonation/déprotonation ne sont pas tous identifiés avec certitude (26). Le tétramère 
dhémoglobine compte par exemple 38 résidus histidine dont le pKa dépend de leur position dans la 
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protéine, de linteraction avec le solvant et de létat de protonation de tous les autres résidus 
protonables dans cette gamme de pH. Le grand nombre de résidus pouvant être impliqués dans 
leffet Bohr rend délicate une attribution au sein de lhémoglobine adsorbée. Dautres effecteurs, 
dont le site de fixation est bien connu, peuvent être étudiés. 
2.3 Effet du DPG et de lIHP 
Le 2,3-diphosphoglycérate (DPG) est un effecteur naturel de lhémoglobine humaine et de 
lhémoglobine de porc (27). Le DPG est naturellement présent dans les globules rouges (CDPG = 6 mM, 
CHb = 20 mM (28)) et sa fixation sur lhémoglobine induit une diminution de laffinité de la protéine 
pour loxygène, nécessaire au relargage de loxygène dans les tissus. Puisque ladsorption de 
lhémoglobine sur les NP de silice provoque une augmentation de son affinité, nous avons testé la 
possibilité de contrebalancer cet effet par lajout de DPG. Un second effecteur, linositol 
hexaphosphate (IHP), couramment utilisé pour étudier lactivité de lhémoglobine, a également été 
utilisé. Présent naturellement chez les oiseaux et les tortues (29), il partage le même site de fixation 
que le DPG mais induit une diminution plus importante de laffinité de lhémoglobine. La structure du 
DPG et de lIHP sous leur forme protonée est présentée ci-dessous (Fig. 7-6). 
 
Figure  7-6. Structure du 2,3-disphosphoglycérate (DG2.pdb) (à gauche) et de 
linositol hexaphosphate (IP6.pdb) (à droite) sous leur forme protonée 
Loxygénation de lhémoglobine de porc associée au DPG et à lIHP a été mesurée sur lhémoglobine 
libre et sur lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 
à 25°C, conditions dans lesquelles les effets de ladsorption sur lactivité de lhémoglobine sont les 
plus importants (Fig. 7-7). Le DPG et lIHP se lient à lhémoglobine avec une stchiométrie dune 
molécule par tétramère et une constante dassociation de lordre de 104 M-1 (DPG) (30) à 107 M-1 
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(IHP) (31). Nous avons travaillé avec un excès deffecteur de 10 molécules par tétramère, soit une 
concentration de 125 µM pour 50 µM dhémoglobine (exprimée par hème).  
 
Figure  7-7. Oxygénation de lhémoglobine de porc libre ( ) et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 20 nm à 25°C en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 en 
présence de 2,3-DPG (a) et dIHP (b). Leffecteur est ajouté soit avant adsorption    
( ) soit après adsorption ( ) de Hb sur les NP. Hb est totalement adsorbée sur les 
NP en présence des effecteurs (CHb = 50 µM, CDPG,IHP = 125 µM, CNP = 34 mg/mL) 
La P50 de lhémoglobine sans effecteur est de 17,1 mmHg. Laffinité de lhémoglobine libre diminue 
dun facteur 2 lors de la fixation du DPG (P50 = 38,5 ± 0,5 mmHg) et dun facteur 6 lors de la fixation 
de lIHP (P50 = 110 ± 1 mmHg). La coopérativité de lhémoglobine est maintenue lors de la fixation du 
DPG et diminue de 2,8 à 2,2 lors de la fixation de lIHP (tableau 7-4).  
Létude de la fixation des effecteurs sur lhémoglobine adsorbée a été réalisée dans deux conditions : 
1) leffecteur est ajouté à lhémoglobine libre en solution, puis lhémoglobine liée à leffecteur est 
mise en contact des NP de silice, 2) leffecteur est ajouté à lhémoglobine adsorbée sur les NP de 
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silice. Le DPG et lIHP sont deux groupements phosphate organiques chargés négativement pour 
lesquels la silice na pas daffinité. Lajout du DPG et de lIHP en large excès par rapport à 
lhémoglobine nempêche pas ladsorption de lhémoglobine dans le premier cas et ninduit pas de 
désorption de la protéine dans le second. Lhémoglobine reste totalement adsorbée sur les NP de 
silice lors de la mesure.  
Les courbes doxygénation de lhémoglobine adsorbée avec ajout du DPG et de lIHP avant (condition 
1) ou après (condition 2) adsorption sont identiques et montrent une très nette diminution de 
laffinité de lhémoglobine par rapport aux mesures réalisées sans effecteur, ce qui montre que le 
DPG et lIHP sont effectivement liés à lhémoglobine adsorbée. Dans le premier cas, la fixation du 
DPG et de lIHP sur lhémoglobine nempêche pas son adsorption sur la silice. Dans le second cas, le 
DPG et lIHP peuvent se lier à lhémoglobine adsorbée.  
Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb 
P50 (mmHg) 
Hb + NP 
n 
Hb  
n 
Hb + NP 
2,3 - DPG 
T = 25°C 
38,5 ± 0,5 
23,0 ± 0,5 (a) 
22,0 ± 0,5 (b) 
2,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
IHP 
T = 25°C 
110 ± 1 
104 ± 1 (a) 
104 ± 1 (b) 
2,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 
Tableau 7-4. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine de porc libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm en présence de 2,3-DPG et dIHP 
ajoutés avant (a) ou après (b) adsorption de lhémoglobine sur les NP en tampon 
BisTris-HCl 100 mM à pH 6 à 25°C 
En présence de DPG, lhémoglobine adsorbée (P50 = 22 ± 0,5 mmHg) a une plus grande affinité que 
lhémoglobine libre (P50 = 38,5 ± 0,5 mmHg) et une plus faible coopérativité (n = 1,7). Au contraire, en 
présence dIHP, laffinité de lhémoglobine adsorbée et de lhémoglobine libre sont quasiment 
identiques (P50 = 104 et 110 ± 1 mmHg) sans diminution significative de la coopérativité (n= 2,1).  
La diminution de la P50 lors de ladsorption est du même ordre de grandeur avec et sans DPG, de plus 
laugmentation de la P50 avec DPG est du même ordre de grandeur pour la protéine libre et 
adsorbée. Le DPG semble ainsi avoir le même effet allostérique sur lhémoglobine libre et sur 
lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice. Dun autre point de vue, les nanoparticules de silice 
semblent également induire les mêmes modifications dactivité de lhémoglobine associée ou non au 
DPG. Les nanoparticules de silice pourraient alors être assimilées à un nouvel effecteur de 
lhémoglobine, dun effet de même ordre de grandeur mais de sens opposé à celui du DPG. Ce serait 
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alors le seul effecteur positif de lhémoglobine connu (laugmentation de laffinité avec le pH étant 
associée à une déprotonation). 
Les courbes doxygénation de lhémoglobine liée à lIHP, libre et adsorbée sur les NP de silice, sont 
quasiment identiques. En présence dIHP, lactivité de lhémoglobine adsorbée est donc identique à 
celle de lhémoglobine libre, sans désorption. Ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice ne 
perturbe pas le mécanisme dinteraction entre Hb et IHP. Pour déterminer si la fixation de lIHP 
pouvait modifier la structure secondaire de lhémoglobine adsorbée, une mesure en dichroïsme 
circulaire a été réalisée (Fig. 7-9). 
 
Figure  7-9. Spectres de dichroïsme circulaire de lhémoglobine ligandée à lIHP 
libre (en vert) et adsorbée (en rouge) sur les nanoparticules de silice 20 nm, et de 
lhémoglobine sans IHP libre (en bleu) et adsorbée (en orange) sur les NP de silice 
20 nm en tampon BisTris-HCl 10 mM à pH 6 (CHb=10 µM, CNP=6 mg/mL, CIHP=25 
µM)  
La perte dhélicité de lhémoglobine adsorbée par rapport à lhémoglobine libre est identique avec et 
sans IHP. La fixation de lIHP nentraîne pas de « restauration » de la structure secondaire de 
lhémoglobine adsorbée qui pourrait expliquer que la protéine adsorbée retrouve la même activité 
que la protéine libre. LIHP compte 6 charges négatives et sa fixation pourrait affaiblir les interactions 
intra-protéiques dans lesquelles les résidus Val1, His2, His143 et Lys182 sont engagés. Sans 
permettre la restructuration de lhémoglobine adsorbée, la fixation de lIHP pourrait affaiblir dans 
une certaine mesure les interactions entre hémoglobine et surface, ce qui pourrait expliquer la très 
faible différence dactivité entre hémoglobine (liée à lIHP) libre et adsorbée. Pour tester cette 
hypothèse, il serait intéressant danalyser par microcalorimétrie ITC les paramètres 
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thermodynamiques de fixation de lIHP et du DPG sur lhémoglobine libre et adsorbée, ainsi que ceux 
de ladsorption de lhémoglobine liée à lIHP sur les nanoparticules de silice. 
Une autre hypothèse pourrait cependant être avancée. Dans lun des modèles de coopérativité 
(discutés dans le §4.1), la diminution de laffinité de lhémoglobine lors de la fixation des effecteurs 
est expliquée par une augmentation de la constante de vitesse koff, qui est limitante par rapport à kon 
(32). Jusquici, rien ne nous permet de dire si laugmentation de laffinité de lhémoglobine adsorbée 
est liée à une augmentation de kon (plus de fixation) ou à une diminution de koff (moins de 
dissociation). Si lun des mécanismes devient prédominant lorsque lhémoglobine est liée à lIHP, par 
exemple si le kon devient limitant, alors ladsorption pourrait ne plus produire la même modification 
dactivité que sans IHP.  
Le DPG et lIHP se fixent tous deux dans la cavité formée par les deux chaines " de la 
déoxyhémoglobine. Les chaines latérales des résidus Val1-N terminale, His2, Lys82 et His 143 situés 
de part et dautre des deux chaines " interagissent avec les charges négatives portées par les 
phosphate (33-35) (Fig. 7-8). 
 
Figure  7-8. Site de fixation du 2,3-DPG et de lIHP (orange) sur lhémoglobine 
humaine (1B86.pdb) impliquant les résidus Val1, His2, Lys82 et His 143 (rouge) de 
chacune des deux chaînes " (vert) (33)  
La fixation de ces deux effecteurs sur lhémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice et la 
diminution de laffinité induite indiquent une préservation de la structure secondaire, tertiaire et 
quaternaire du site de fixation du DPG et de lIHP. En effet, si la fixation de lIHP sur un dimère # ou 
un dimère " reste possible, la diminution de laffinité observée est bien moindre (36). Il sagit dune 
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seconde preuve, avec la mesure de la coopérativité, du maintien de la structure tétramérique de 
lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice. Ces conclusions sont contraires à celles dHallaway, qui 
interprétait laugmentation de laffinité de lhémoglobine adsorbée sur une surface de Cab-O-Sil par 
une dissociation de la protéine en dimères (37).  
Lactivité de lhémoglobine adsorbée peut être modulée à souhait, dans une gamme daffinité plus 
importante que celle de lhémoglobine libre, en fonction du pH de la solution et des effecteurs 
présents. Si les mécanismes mis en jeu ne sont pour linstant pas identifiés, il semble que les 
nanoparticules de silice puissent jouer le rôle deffecteur en modifiant lactivité de lhémoglobine 
adsorbée, à limage du DPG ou de lIHP mais dans un sens opposé. La réversibilité de cet effet a 
également été testée (voir §2.5).  
Dans le cas de lIHP, la perte de structure na aucune influence sur lactivité de lhémoglobine, qui 
reste totalement active, daffinité et de coopérativité identique à celle de lhémoglobine libre. Cette 
observation nous conduit à deux conclusions : dune part lintégrité de la structure de lhémoglobine 
nest pas nécessaire pour que IHP et DPG soient actifs (modèle allostérique), dautre part, tout 
comme pour la myoglobine, une perte importante dhélicité nempêche pas la fonctionnalité de 
lhémoglobine, qui peut fixer loxygène avec une certaine coopérativité et qui reste sensible à leffet 
Bohr et aux effecteurs. Ces résultats semblent très différents de ceux obtenus, par exemple, par 
mutagenèse dirigée où le remplacement dun seul acide aminé suffit à perturber lactivité dune 
protéine. Lors de ladsorption, lhémoglobine comme la myoglobine sont soumises à un stress qui 
modifie une partie très importante de la structure de la protéine, sans perte dactivité. 
2.4 Effet de la température 
Laffinité de lhémoglobine des mammifères diminue avec la température, ce qui peut être lié à la 
réaction exothermique de fixation de loxygène, mais pourrait également être associé à une 
augmentation des fluctuations thermiques de la protéine (32).  
Nous avons mesuré loxygénation de lhémoglobine de porc libre et adsorbée sur les NP de silice 20 
nm à 37°C à laide de lappareil HEMOX (voir chap. 2, §6.2) (Fig. 7-10), qui permet un meilleur 
contrôle de la température que lors de la mesure par tonométrie. Pour différencier les deux 
techniques utilisées, les mesures doxygénation réalisées à laide du tonomètre sont représentées 
par des points, celles de lHEMOX par des courbes. 
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Figure  7-10. Oxygénation de lhémoglobine de porc libre (bleu) et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 20 nm (rouge) à 37°C (a) en tampon BisTris-HCl 100 mM à 
pH 6, (b) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4. Lhémoglobine est totalement 
adsorbée sur les NP (CHb = 50 µM, CNP = 34 mg/mL) 
Laffinité de lhémoglobine de porc diminue lorsque la température augmente : la P50 augmente de 
17,1 à 26,1 mmHg entre 25 et 37°C à pH 6, et de 7,7 à 12,0 mmHg à pH 7,4. La sensibilité de 
lhémoglobine de porc à la température est de lordre dun facteur 1,3 pour 10°C, contre un facteur 2 
pour lhémoglobine humaine. Lactivité de lhémoglobine de porc est donc moins sensible à la 
température que celle de lhémoglobine humaine (24).  
Ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice à 37°C saccompagne dune augmentation de 
laffinité du même ordre de grandeur que celle mesurée à 25°C : la P50 de lhémoglobine adsorbée est 
de 10,4 ± 0,5 mmHg à pH 6 et de 7,0 ± 0,5 mmHg à pH 7,4. Le coefficient de Hill associé aux courbes 
doxygénation mesurées à 37°C est reporté ci-dessous (tableau 7-5).  
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Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb 
P50 (mmHg) 
Hb + NP 
n 
Hb  
n 
Hb + NP 
BisTris-HCl pH 6,0 
T = 37°C 
26,1 ± 0,5 10,4 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
12,0 ± 0,5 7,0 ± 0,5 2,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 
Tableau 7-5. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine de porc libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl 100 mM à 
pH 6 et en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C 
Ladsorption de lhémoglobine de porc à 37°C conduit à une diminution de la coopérativité (n = 1,7 à 
pH 6, n = 2,0 à pH 7,4) identique à celle mesurée à 25°C à lincertitude près (n = 1,6 à pH 6, n = 1,9 à 
pH 7,4). Laugmentation de laffinité et la diminution de la coopérativité de lhémoglobine adsorbée 
sur les NP de silice sont donc similaires à 25°C et à 37°C.  
Comme pour leffet Bohr, lhémoglobine adsorbée reste sensible à un effet de température de la 
même façon que lhémoglobine libre. Lhémoglobine adsorbée conserve donc en grande partie ses 
caractéristiques fonctionnelles, malgré le stress (modifications structurales) lié à ladsorption. 
Le diagramme de Hill permet également dévaluer laffinité de la forme oxy de plus grande affinité 
Khigh et de la forme déoxy de plus basse affinité Klow de lhémoglobine libre et adsorbée (Fig. 7-11). Ce 
calcul nest réalisé que sur les courbes mesurées par HEMOX qui ont suffisamment de points de 
mesure à basse pression partielle en oxygène. 
 
Figure  7-11. Diagramme de Hill de lhémoglobine de porc libre ( ) et adsorbée sur 
les nanoparticules de silice 20 nm ( ) à 37°C en tampon Phosphate 100 mM à pH 
7,4. Laffinité Khigh de la forme oxy et Klow de la forme déoxy sont calculées à partir 
des asymptotes représentées en pointillés (Khigh) et en trait plein (Klow). 
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Lanalyse du diagramme de Hill montre que laffinité de la forme oxy est très proche pour 
lhémoglobine libre (Khigh = 0,89 mmHg
-1) et adsorbée (Khigh = 0,73 mmHg
-1), tandis que laffinité de la 
forme déoxy est quasiment 10 fois plus élevée pour lhémoglobine adsorbée (Klow = 0,078 mmHg
-1) 
que pour lhémoglobine libre (Klow = 0,012 mmHg
-1). Cest donc en très grande partie laugmentation 
de laffinité de la forme déoxy de basse affinité de lhémoglobine adsorbée qui explique 
laugmentation globale de laffinité de la protéine mesurée par la P50. De ce point de vue, la baisse de 
coopérativité de lhémoglobine adsorbée se comprend bien aussi : la différence daffinité entre la 
forme de haute et de basse affinité de lhémoglobine adsorbée diminue de 25% par rapport à 
lhémoglobine libre (sil ny a plus de différence daffinité pour la fixation de loxygène, alors 
lhémoglobine nest plus coopérative). 
2.5 Oxygénation de lhémoglobine désorbée 
Lactivité de lhémoglobine a été mesurée après désorption de la protéine des nanoparticules de 
silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100mM à pH 8,7 à 25°C et comparée à une mesure de référence 
dans les mêmes conditions (Fig. 7-12).  
 
Figure  7-12. Oxygénation de lhémoglobine de porc libre ( ) et désorbée des 
nanoparticules de silice 20 nm ( ) en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7 à 25°C 
La désorption de lhémoglobine est de 85% dans ces conditions. Aucune différence nest visible entre 
hémoglobine libre et désorbée lors de loxygénation : la P50 est de 3,2 ± 0,5 mmHg et le coefficient de 
Hill de 3,0 ± 0,1 dans les deux cas (tableau 7-6).  
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Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb 
P50 (mmHg) 
Hb désorbée 
n 
Hb  
n 
Hb désorbée 
Tris-HCl pH 8,7 
T = 25°C 
3,2 ± 0,5 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 
Tableau 7-6. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine de porc libre et 
désorbée des nanoparticules de silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM à pH 8,7 
à 25°C 
Lactivité de lhémoglobine désorbée est donc identique à celle de lhémoglobine native. La 
désorption dans des conditions douces permet de restaurer la structure et lactivité de la protéine, ce 
qui démontre que les modifications induites par ladsorption sont entièrement réversibles. 
3. Ouverture sur lhémoglobine humaine 
Les nanoparticules de silice peuvent-elles être un nouvel effecteur de lhémoglobine humaine ? Pour 
tester leffet de ladsorption sur lactivité de lhémoglobine humaine, nous avons travaillé avec 
Frédéric Galactéros du CHU Henri Mondor ainsi quavec léquipe de Michael Marden au CHU du 
Kremlin-Bicêtre. Le but de cette étude est dune part de comparer la réponse à ladsorption de 
lhémoglobine de porc et de lhémoglobine humaine pour valider notre modèle, et dautre part 
détudier leffet des nanoparticules de silice sur un ensemble dhémoglobines présentant des 
caractéristiques bien différentes. Nous nous sommes intéressés à lhémoglobine A purifiée, à 
lhémoglobine S et à une hémoglobine pontée Hb DCL, puis nous avons directement mesuré 
loxygénation de lhémoglobine en présence de NP à partir dune suspension de globules rouges.  
3.1 Adsorption et oxygénation de lhémoglobine A 
Lactivité de lhémoglobine humaine est étudiée en présence de nanoparticules de silice afin de 
déterminer si les modifications observées lors de ladsorption de lhémoglobine de porc sont 
reproduites lors de ladsorption de lhémoglobine humaine. Lisotherme dadsorption de 
lhémoglobine humaine et de lhémoglobine de porc sur les NP de silice 20 nm sont également 
comparées. 
Isotherme dadsorption 
Lisotherme dadsorption de HbA sur les nanoparticules de silice 20 nm a été mesurée en tampon 
Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C (Fig. 7-13). 
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Figure 7-13. Isotherme dadsorption de lhémoglobine humaine HbA sur les 
nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C ( ) 
représentée par le modèle de Langmuir (en gris) 
Ladsorption de lhémoglobine A sur les NP de silice 20 nm augmente jusquà saturation à 0,64 
mg/m² et est bien décrite par le modèle de Langmuir. Les caractéristiques de ladsorption de 
lhémoglobine humaine sont comparées à celles de lhémoglobine de porc dans le tableau 7-7. 
Protéine m (mg/m²) Kads (M
-1) 
Hb de porc 0,36 ± 0,02 3,4 ± 0,3.105 
HbA humaine 0,67 ± 0,04 1,8 ± 0,2.105 
Tableau 7-7. Comparaison de ladsorption de lhémoglobine humaine HbA et de 
lhémoglobine de porc sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 
100 mM à pH 7,4 à 25°C : masse de protéine adsorbée à saturation (m) et 
constante dadsorption (Kads) 
La quantité dhémoglobine adsorbée est presque deux fois supérieure pour lhémoglobine humaine 
par rapport à lhémoglobine de porc dans les mêmes conditions. Au contraire, la constante 
dadsorption est plus faible pour lhémoglobine humaine. Nous avons déjà observé lors de 
ladsorption de la sérum albumine par exemple (voir chap. 4, §3) que la quantité de protéine 
adsorbée et la constante dadsorption naugmentaient pas forcément simultanément. Lors de 
ladsorption, la protéine « sétale » sur la surface en augmentant les points de contact et les 
interactions favorables avec la surface (38) (voir chap. 4, §4.2). On peut penser quune protéine de 
grande affinité sera plus « étalée » et donc adsorbée en plus faible quantité (39, 40). Dans le cas de 
lhémoglobine, une adsorption en plus grande quantité avec une plus faible affinité correspondrait à 
un plus faible étalement de la protéine sur la surface.  
257 
 
Pour essayer de comprendre la différence daffinité entre hémoglobine humaine et hémoglobine de 
porc, nous avons comparé leurs séquences primaires (tableau 7-8). En effet, nous avons observé lors 
de ladsorption des protéines de levure sur les NP de silice que certains déterminants physico-
chimiques (par exemple le nombre de résidus chargés) pouvaient être associés à une adsorption plus 
ou moins favorable des protéines sur la silice (voir chap. 4, §7).  
Type de résidus Hb humaine par rapport à Hb de porc 
Polaires Appauvrie (-10) Arg (-2), Asp (-3), Asn (-4), Glu (+2), Gln (-3) 
Basiques Appauvrie (-2) Arg (-2) 
Acides Appauvrie (-1) Asp (-3), Glu (+2) 
Aliphatiques Enrichie (+8) Ala (+2), Gly (-4), Pro (+5), Thr (+5) 
Hydrophobes Enrichie (+1) Cys (+1), Met (+1), Ile (-1) 
Aromatiques Enrichie (+2) Tyr (+2) 
Tableau 7-8. Homologie de lhémoglobine humaine (41) et de lhémoglobine de 
porc (42) en fonction du type de résidu 
Lhémoglobine humaine est appauvrie en acides aminés basiques, ce qui est défavorable à 
ladsorption sur la silice, pilotée en partie par les interactions électrostatiques entre résidus basiques 
et silanols. Lhémoglobine humaine est également appauvrie en acides aminés polaires et enrichie en 
acides aminés aliphatiques et aromatiques, toutes ces caractéristiques sont défavorables à 
ladsorption (dans le cas des protéines de levure) et peuvent expliquer la plus faible affinité de 
lhémoglobine humaine pour la surface de silice comparée à lhémoglobine de porc. 
Lanalyse de la séquence primaire ne tient pas compte des modifications post-traductionnelles de 
lhémoglobine : notamment acétylation (#K17) et glycosylation (#K8, #K17, #K41, #K62, "K9, "K18, 
"K67, "K121, "K145) (43) qui conduisent à la perte dune charge de surface (réaction sur le 
groupement NH3
+ de la lysine) et peuvent donc jouer un rôle important lors de ladsorption. Toutes 
les modifications indiquées ont été identifiées sur lhémoglobine humaine. Il ny a pas de données 
sur lhémoglobine de porc permettant la comparaison de la protéine. 
Courbes doxygénation sur les NP de silice 20 nm 
La courbe doxygénation de lhémoglobine A libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été 
mesurée en tampon BisTris-HCl à pH 6 et en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C (Fig. 7-14). 
258 
 
 
Figure  7-14. Oxygénation de HbA humaine libre (bleu) et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 20 nm (rouge) à 37°C  en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 
6 (a) et en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 (b). Lhémoglobine est totalement 
adsorbée sur les NP (CHb = 50 µM, CNP = 34 mg/mL) 
Loxygénation de HbA est caractérisée par une P50 de 26,0 ± 0,5 mmHg en tampon BisTris-HCl 100 
mM à pH 6 et une P50 de 11,7 ± 0,5 mmHg en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C, ce qui est 
conforme aux valeurs attendues dans ces conditions (44). Par ailleurs, leffet Bohr conduit aux 
mêmes variations daffinité pour lhémoglobine de porc et pour lhémoglobine humaine. 
Loxygénation de lhémoglobine humaine adsorbée sur les NP de silice conduit à une augmentation 
de son affinité correspondant à une P50 de 10,7 ± 0,5 mmHg à pH 6 et de 7,2 ± 0,5 mmHg à pH 7,4, 
soit une diminution de la P50 due à ladsorption du même ordre de grandeur.  
La forme des courbes doxygénation apparaît également plus hyperbolique. Le coefficient de Hill 
associé à chacune des courbes est indiqué dans le tableau 7-9. 
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Conditions 
P50 (mmHg) 
HbA 
P50 (mmHg) 
HbA + NP 
n 
HbA 
n 
HbA + NP 
BisTris-HCl pH 6,0 
T = 37°C 
26,0 ± 0,5 10,7 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
11,7 ± 0,5 7,2 ± 0,5 2,8 ± 0,1 1,8 ± 0,1 
Tableau 7-9. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine humaine HbA libre 
(CHb = 50 µM) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm (CNP = 34 mg/mL) 
en tampon BisTris-HCl 100 mM à pH 6 et en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 
37°C 
Lactivité de lhémoglobine humaine adsorbée sur les NP de silice est marquée par une diminution de 
la coopérativité aussi bien à pH 6 (n = 1,4 ± 0,1) quà pH 7,4 (n = 1,8 ± 0,1). Pour faciliter la lecture, les 
paramètres caractéristiques de loxygénation de lhémoglobine de porc adsorbée sur les NP de silice 
dans les mêmes conditions sont rappelés ci-dessous (tableau 7-5). 
Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb 
P50 (mmHg) 
Hb + NP 
n 
Hb  
n 
Hb + NP 
BisTris-HCl pH 6,0 
T = 37°C 
26,1 ± 0,5 10,4 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
12,0 ± 0,5 7,0 ± 0,5 2,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 
Tableau 7-5. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine de porc libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl 100 mM à 
pH 6 et en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C 
Les constantes daffinité de la forme oxy et déoxy de lhémoglobine libre et adsorbée ont également 
été déterminés sur le diagramme de Hill (Fig. 7-15).  
Aucune différence daffinité de la forme oxy de lhémoglobine libre et adsorbée nest visible (Khigh = 
0,68 mmHg-1), tandis que laffinité de la forme déoxy est nettement plus élevée pour lhémoglobine 
adsorbée (Klow = 0,081 mmHg
-1) que pour lhémoglobine libre (Klow = 0,021 mmHg
-1). Comme pour 
lhémoglobine de porc (voir Fig. 7-9), cest laugmentation de laffinité de la forme de basse affinité 
de lhémoglobine qui est responsable de laugmentation globale de laffinité mesurée par la P50. La 
diminution de la coopérativité est due à la diminution de la différence daffinité entre la forme oxy et 
déoxy de lhémoglobine.  
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Figure  7-15. Diagramme de Hill avec Y la fraction dhémoglobine oxygénée de 
lhémoglobine de porc libre ( ) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm   
( ) à 37°C en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4. Laffinité Khigh de la forme oxy 
et Klow de la forme déoxy sont calculées à partir des asymptotes représentées en 
pointillés (Khigh) et en trait plein (Klow). 
Les modifications dactivité de lhémoglobine humaine et de lhémoglobine de porc libres et 
adsorbées sur les NP de silice 20 nm à 37°C mesurées sur lHEMOX sont quasiment identiques, ce qui 
nous permet de valider le modèle utilisé. Les mécanismes à lorigine de laugmentation de laffinité 
de la forme déoxy sont donc probablement très proches pour les deux protéines et les conclusions 
associées à la première pourront être appliquées à la seconde. 
3.2 Oxygénation dun hémolysat 
Après létude des interactions entre HbA purifiée et nanoparticules de silice, nous nous sommes 
intéressés à leffet des nanoparticules de silice sur lhémoglobine non purifiée, ici une suspension de 
globules rouges (GR). En effet, les globules rouges contiennent dautres protéines et petites 
molécules qui pourraient interagir soit avec les NP de silice, soit avec lhémoglobine, et modifier 
limpact des NP sur lactivité de lhémoglobine. Outre lhémoglobine et les membranes, les globules 
rouges sont composés de nombreuses protéines membranaires (comme les glycophorines), de 
protéine du cytosquelette (actine, spectrine), des enzymes responsables de la glycolyse et de la 
synthèse du DPG (pyruvate kinase et glucose 6-phosphate déshydrogénase) et de la cytochrome b5 
réductase impliquée dans la réduction de la methémoglobine (45, 46). De petites molécules (glucose, 
DPG, ADP-ATP et NADPH-NADH) sont également présentes. La préparation de la suspension de 
globules rouges est détaillée dans le chap. 2, §3.  
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Loxygénation dHbA a été mesurée directement sur une suspension de globules rouges, en milieu 
isotonique (tampon BisTris-HCl 50mM, NaCl 140 mM à pH 7,4) à 37°C, à laquelle les NP de silice 20 
nm conditionnées dans le même tampon ont été ajoutées (Fig. 7-16).  
 
Figure 7-16. Oxygénation dune suspension de globules rouges contenant 50 µM 
dHbA libre (bleu) en conditions isotoniques à pH 7,4 (tampon BisTris-HCl 50 mM 
avec 140 mM de NaCl) à 37°C et après hémolyse par les nanoparticules de silice 20 
nm dans les mêmes conditions de tampon (CNP = 34 mg/mL), accompagnée par 
une adsorption totale de HbA sur les NP 
La courbe de référence présentée ici est celle dune suspension de globules rouges, pour laquelle 
nous mesurons une hémolyse de 16% au cours de la mesure. Contrairement aux mesures réalisées 
sur HbA purifiée, une grande partie de lhémoglobine est encore associée à son effecteur naturel, le 
DPG, ce qui explique la plus faible affinité mesurée (P50 = 26,0 ± 0,5 mmHg).  
Lajout des nanoparticules de silice à une concentration élevée (CNP = 34 mg/mL, CHb = 50 µM après 
hémolyse) entraîne une hémolyse rapide suivie par ladsorption complète de lhémoglobine libérée 
sur les NP. La courbe doxygénation est mesurée directement après hémolyse en présence de 
nanoparticules de silice, sans centrifugation des membranes. Le potentiel hémolytique na pas pu 
être déterminé précisément car lhémoglobine libérée sadsorbe immédiatement sur les NP. 
Plusieurs études ont cependant démontré que des micro et nanoparticules de silice amorphe (47-49) 
et cristalline (50) provoquaient une hémolyse partielle à totale des hématies.  
Les autres protéines et molécules nempêchent pas ladsorption de lhémoglobine sur les NP, 
probablement du fait de leur faible concentration comparée à celle de lhémoglobine au sein des GR. 
Nous navons cependant pas analysé lensemble des protéines adsorbées, il est possible que dautres 
protéines soient également adsorbées sur la silice ou interagissent avec lhémoglobine adsorbée. 
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Une approche protéomique, telle que celle développée lors de létude dun extrait cellulaire de 
protéine de levure, serait adaptée pour identifier les autres protéines présentes à la surface de la 
silice. 
La courbe doxygénation de HbA adsorbée après hémolyse montre une plus grande affinité (P50 = 7,6 
± 0,5 mmHg) et une plus faible coopérativité (n = 1,9 ± 0,1) que HbA libre contenue dans les GR 
(tableau 7-10). 
Conditions 
P50 (mmHg) 
GR 
P50 (mmHg) 
Hémolysat-NP 
n 
GR 
n 
Hémolysat-NP 
GR en tampon 
isotonique à pH 7,4 
T = 37°C 
26,0 ± 0,5 
7,6 ± 0,5 
hémolyse 
2,6 ± 0,1 
1,9 ± 0,1 
hémolyse 
Tableau 7-10. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine HbA dune 
suspension de globules rouges (GR) après hémolyse par les nanoparticules de silice 
20 nm en tampon isotonique BisTris-HCl 50 mM NaCl 140 mM à pH 7,4 à 37°C (CNP 
= 34 mg/mL). Lhémolyse de la suspension de GR sans NP est de 16% au cours de la 
mesure. 
Pour permettre la comparaison de loxygénation de lhémoglobine libre et adsorbée dans les mêmes 
conditions dhémolyse, un hémolysat a été préparé (hémolyse dans leau distillée puis centrifugation 
des membranes) puis mis en contact avec les NP de silice en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 
37°C (Fig. 7-17). 
 
Figure 7-17. Oxygénation dun hémolysat (après centrifugation des membranes) 
contenant 50 µM dHbA libre (bleu) et adsorbée (rouge) sur les nanoparticules de 
silice 20 nm à une concentration de 34 mg/mL à 37°C en tampon Phosphate 100 
mM à pH 7,4. HbA est totalement adsorbée sur les NP.  
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Laffinité de lhémoglobine A adsorbée sur les NP de silice est bien supérieure à celle de 
lhémoglobine libre dans les mêmes conditions dhémolyse (tableau 7-11). 
Conditions 
P50 (mmHg) 
HbA 
P50 (mmHg) 
HbA + NP 
n 
HbA 
n 
HbA + NP 
Hémolysat 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
15,1 ± 0,5 8,3 ± 0,5 2,9 ± 0,1 1,9 ± 0,1 
Tableau 7-11. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine dun hémolysat, 
HbA libre et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm (CHb = 50 µM, CNP = 34 
mg/mL) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C 
Il y a donc une très bonne adéquation entre les résultats obtenus sur lhémoglobine purifiée et sur un 
hémolysat. Cela signifie également que lenvironnement (protéines et molécules présentes dans les 
globules rouges, membranes) na pas dinfluence sur ladsorption et sur laugmentation de laffinité 
de lhémoglobine en présence de NP de silice.  
A léchelle moléculaire, en cas de contact direct entre hémoglobine et NP de silice, les modifications 
dactivité observées sont loin dêtre anodines. Laugmentation de laffinité de lhémoglobine pour 
loxygène peut en effet empêcher son relargage au niveau des tissus et conduire à une mauvaise 
oxygénation. Certaines mutations sont à lorigine dune augmentation de laffinité de lhémoglobine 
et peuvent conduire, à léchelle de lorganisme, à une érythrocytose (51), cest-à-dire à une 
augmentation de la production dhémoglobine et de la masse des globules rouges en réponse à une 
mauvaise oxygénation des tissus.  
Il serait intéressant de poursuivre ces mesures à des concentrations plus faibles en nanoparticules 
afin dévaluer la quantité à partir de laquelle un effet notable sur lactivité de lhémoglobine est 
observé.  
Peu détudes proposent un mécanisme pour expliquer lhémolyse par les NP de silice. Pourtant une 
étude montrait dès 1976 que les silanols chargés négativement à la surface des particules de silice 
peuvent interagir avec les groupements tetraalkylammonium chargés positivement et exposés à la 
surface des membranes des globules rouges (52) (eq. 1). ؠ ܱܵ݅ି ൅ ܰା ሺܥܪଷሻଷ െ ܥܪଶ െ ܴ ՞ؠ ܱܵ݅ି ܰା ሺܥܪଷሻଷ െ ܥܪଶ െ ܴ (eq. 1) 
Il a été montré depuis que lhémolyse dépendait de la concentration de surface en silanols (49) et 
pouvait être supprimée par la fonctionnalisation de la surface par des polymères, comme le 
polyéthylène glycol (PEG) (48). Les NP de silice 20 nm sont effectivement riches en silanols (voir chap. 
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3, §2.1) : linteraction des silanols avec des cations exposés à la surface des membranes des hématies 
et la déformation de la membrane induite par la courbure des NP (53) pourraient expliquer 
lhémolyse.  
Nous avons observé une adsorption massive de la sérum albumine purifiée, la protéine la plus 
abondante du sérum, sur les NP de silice (voir chap.4, §6.1). Il serait intéressant de déterminer si 
après adsorption de la sérum albumine, ou après incubation des NP dans le sérum, il y a toujours 
hémolyse.  
3.3 Oxygénation de lhémoglobine pontée DCL 
Pour mieux comprendre les mécanismes associés à la modification de lactivité de lhémoglobine 
adsorbée, nous avons étudié ladsorption dune hémoglobine pontée, Hb DCL (Diaspirin Cross-Linked 
Hemoglobin), dont les chaînes # sont liées par une molécule de DBBF (Fig. 7-18). Le pontage entre les 
sous-unités rigidifie la structure tétramérique de lhémoglobine, empêche la dissociation de 
loligomère et diminue la mobilité des sous-unités lune par rapport à lautre (54, 55).  
 
Figure 7-18. Formation de lhémoglobine DCL par réaction entre la molécule de 
DBBF et les résidus Lys99 des chaînes ! de la déoxyhémoglobine. Les chaînes " 
ne sont pas représentées (daprès (56)) 
Le pontage par le DBBF peut être réalisé soit sur la forme oxy entre les chaînes " (Lys82), soit sur la 
forme déoxy entre les chaînes # (Lys99), suivant la distance la plus courte pour chaque structure (56, 
57). Laffinité de lhémoglobine DCL dépend du pontage : elle augmente lorsque le pontage se fait 
entre les chaînes ", et diminue lorsquil se fait entre les chaînes #. Puisque ladsorption sur les NP de 
silice augmente laffinité de HbA, nous nous sommes intéressés à loxygénation de Hb DCL de plus 
faible affinité (pontée entre les chaînes #). Hb DCL a été synthétisée à partir de la déoxyHb A 
humaine.  
265 
 
Lisotherme dadsorption de Hb DCL sur les NP de silice na pas pu être mesurée car la quantité de 
protéine disponible nétait pas suffisante. La courbe doxygénation de lhémoglobine DCL libre et 
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm a été mesurée en tampon Phosphate 100 mM à pH 
7,4 à 37°C (Fig. 7-19). Dans les conditions de loxygénation, la totalité de Hb DCL est adsorbée sur les 
NP de silice. 
 
Figure 7-19. Oxygénation de Hb DCL libre (bleu) et adsorbée sur les nanoparticules 
de silice 20 nm (rose) à 37°C  en  tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4. Hb DCL est 
totalement adsorbée sur les NP (CHb = 20 µM, CNP = 14 mg/mL) 
Lhémoglobine DCL présente une affinité plus faible que celle de lhémoglobine A dans les mêmes 
conditions (P50 = 26,7 et 11,7 ± 0,5 mmHg respectivement). En présence de NP, elle est totalement 
adsorbée sur la surface de silice. Lhémoglobine DCL adsorbée présente une augmentation daffinité 
de 50% par rapport à lhémoglobine DCL libre et la forme de la courbe doxygénation est visiblement 
plus hyperbolique. La stabilisation de la structure tétramérique de lhémoglobine nempêche donc ni 
son adsorption, ni laugmentation de laffinité caractéristique de ladsorption sur les NP de silice.  
Le coefficient de Hill est calculé à partir des courbes doxygénation (tableau 7-12). 
Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb DCL 
P50 (mmHg) 
Hb DCL + NP 
n 
Hb DCL 
n 
Hb DCL + NP 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
26,7 ± 0,5 18,0 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,6 ± 0,1 
Tableau 7-12. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine humaine pontée 
Hb DCL libre (CHb = 20 µM) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm (CNP = 
14 mg/mL) en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C 
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Lhémoglobine DCL est moins coopérative (n = 2,1 ± 0,1) que lhémoglobine A (n = 2,8 ± 0,1) du fait 
de la rigidification de la structure tétramérique. Lhémoglobine DCL adsorbée est moins coopérative 
(n = 1,6 ± 0,1) que lhémoglobine DCL libre, mais reste coopérative avec un coefficient de Hill 
supérieur à 1. Cela montre une fois de plus que la dissociation de lhémoglobine nest pas à lorigine 
des modifications dactivité observées. 
Les modifications dactivité de lhémoglobine lors de ladsorption sur les NP de silice sont identiques 
pour Hb DCL et pour HbA. Cela montre que laugmentation de laffinité induite par ladsorption nest 
pas liée à une modification de la structure quaternaire de lhémoglobine, Hb DCL ne pouvant pas être 
bloquée dans un état de forte affinité où les chaînes " seraient proches. 
3.4 Oxygénation de lhémoglobine S 
Nous nous sommes intéressés aux hémoglobines anormales afin de déterminer si leffet de 
ladsorption sur lactivité de lhémoglobine était généralisable à dautres hémoglobines aux 
propriétés bien différentes de celles de HbA.  
Dans le cadre de cette ouverture, nous avons mesuré ladsorption et loxygénation de lhémoglobine 
S (sickle cell hemoglobin) particulièrement sensible à la polymérisation. Ces mesures ont été 
réalisées en fin de thèse et cette étude est encore préliminaire. 
HbS présente une mutation du glutamate en valine en position 6 de la chaîne ", ce qui crée un site 
dinteraction possible entre résidus hydrophobes, à lorigine de lagrégation de lhémoglobine S en 
fibres. La polymérisation de HbS altère la forme et la déformabilité des globules rouges, ce qui 
bloque leur circulation dans les capillaires les plus fins et entraîne une hypoperfusion et une 
mauvaise oxygénation des tissus. La drépanocytose est lune des maladies génétiques les plus 
répandues et lhémoglobine S lun des variants les mieux connus. 
Lisotherme dadsorption de HbS sous sa forme oxygénée sur les NP de silice 20 nm a été mesurée en 
tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C (Fig. 7-20). 
267 
 
 
Figure 6-20. Isotherme dadsorption de lhémoglobine HbS sous forme oxyHb sur 
les nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 25°C   
( ) représentée par le modèle de Langmuir (en gris) 
Ladsorption de HbS sur les NP suit une isotherme dadsorption classique, bien représentée par le 
modèle de Langmuir, sans signe dagrégation. En solution, HbS ne polymérise que sous sa forme 
déoxyHb, lorsque la poche hydrophobe formée par les résidus  phénylalanine ("85) et leucine ("88) 
interagit avec le résidu valine muté ("6), formant une structure en double brin (58). Ladsorption de 
HbS sous sa forme oxy ne modifie donc pas son comportement (pas dagrégation). Létude de 
ladsorption de HbS sous sa forme déoxy na pas été réalisée par manque de temps, mais pourrait 
représenter une ouverture intéressante à ce travail, lagrégation pouvant tout aussi bien être 
favorisée (exposition de nouvelles zones hydrophobes de la protéine) que défavorisée (poche 
hydrophobe orientée vers la surface de silice). La compétition entre adsorption et agrégation 
pourrait également conduire à ladsorption non pas dune molécule dHbS isolée mais de celle des 
agrégats déjà formés. 
Les caractéristiques de ladsorption de HbS sur les NP de silice sont comparées à celles de HbA 
(tableau 7-13).  
Protéine m (mg/m²) Kads (M
-1) 
HbA 0,67 ± 0,04 1,8 ± 0,2.105 
HbS 0,74 ± 0,04 1,3 ± 0,2.106 
Tableau 7-13. Comparaison de ladsorption des hémoglobines humaines HbA et 
HbS sous forme oxyHb sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 
100 mM à pH 7,4 à 25°C : masse de protéine adsorbée à saturation (m) et 
constante dadsorption (Kads) 
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La quantité dhémoglobine adsorbée à saturation est légèrement supérieure pour HbS (0,74 mg/m²) 
comparée à HbA (0,67 mg/m²). Par contre, la constante dadsorption de HbS sur la silice est un ordre 
de grandeur plus élevée que celle de HbA, ce qui est considérable quand on sait que seul un acide 
aminé diffère entre les deux protéines. Bien que HbS (oxy) ne montre pas dagrégation sur la silice, 
son affinité pour la surface est bien plus élevée que celle des HbA. La perte dune charge négative 
(Glu$Val) est-elle suffisante pour expliquer cette différence ? La constante daffinité plus élevée 
correspond-elle à une plus grande dénaturation de lhémoglobine sur la surface ? Pour répondre à 
ces questions, il serait intéressant, à partir de plus grandes quantités dHbS, de réaliser une étude par 
dichroïsme circulaire pour évaluer la perte de structure lors de ladsorption et par microcalorimétrie 
ITC pour mesurer directement les paramètres thermodynamiques de ladsorption (&H, &S) qui 
pourraient par exemple mettre en évidence un rôle des interactions hydrophobes dans ladsorption 
de HbS. 
Pour étudier lactivité de HbS adsorbée sur les NP de silice, nous avons mesuré loxygénation dun 
hémolysat (après centrifugation des membranes) contenant 87% dHbS et 13% dHbA, en présence 
de NP de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C (Fig. 7-21). 
 
Figure 7-21. Oxygénation dun hémolysat contenant 87% dHbS et 13% dHbA pour 
une concentration totale CHb = 20 µM, libre (en noir) et adsorbée (en vert) sur les 
nanoparticules de silice 20 nm (CNP = 14 mg/mL) en tampon Phosphate 100 mM à 
pH 7,4 à 37°C. Lhémoglobine (HbA + HbS) est totalement adsorbée sur les NP.  
Loxygénation de lhémoglobine S (P50 = 15,5 ± 0,5 mmHg) est identique à celle de lhémoglobine A 
dans les mêmes conditions (P50 = 15,1 ± 0,5 mmHg) (en absence de polymérisation, lactivité dHbS 
est identique à celle dHbA). Lorsque lhémoglobine S est adsorbée sur les NP, la courbe 
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doxygénation montre une augmentation de laffinité (P50 = 9,6 ± 0,5 mmHg) et une diminution de la 
coopérativité (n = 2,0 ± 0,1) similaires à celles dHbA (tableau 7-14).  
Conditions 
P50 (mmHg) 
HbS  
P50 (mmHg) 
HbS + NP 
n 
HbS 
n 
HbS + NP 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
15,5 ± 0,5 9,6 ± 0,5 2,8 ± 0,1 2,0 ± 0,1 
Tableau 7-14. P50 et indice de coopérativité n de lhémoglobine à partir dun 
hémolysat contenant 87% dHbS et 13% dHbA, libre et adsorbée sur les 
nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM à pH 7,4 à 37°C (CHb 
= 20 µM, CNP = 14 mg/mL) 
Une fois de plus, ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice conduit aux mêmes variations 
dactivité. Cela montre bien quil sagit dun phénomène global, susceptible dagir sur des protéines 
présentant des différences localement (HbA de porc, HbA humaine, Hb DCL, HbS). 
Dautres études sur des hémoglobines anormales pourraient être envisagées : certaines 
hémoglobines présentent par exemple une affinité plus forte ou plus faible que HbA, comme Hb 
Montfermeil, Hb Olympia, Hb Louisville ou Hb Canebière qui ne sont que quelques exemples parmi 
plusieurs centaines de variants (59). Létude de lactivité de ces hémoglobines en présence de NP de 
silice pourrait nous permettre de mieux comprendre les mécanismes à lorigine de la modification 
dactivité de lhémoglobine adsorbée. 
4. Discussion des modifications dactivité de lhémoglobine 
adsorbée 
Pour remettre en perspective les résultats obtenus et discuter des modifications dactivité de 
lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice, les principaux modèles de coopérativité de 
lhémoglobine sont présentés : 1) modèle dinteraction hème-hème dAdair, 2) modèle allostérique 
MWC, 3) modèle structural de Perutz, 4) modèle dallostérie dynamique de Yonetani. 
Lactivité de lhémoglobine libre est caractérisée par sa coopérativité et par la variation de son 
affinité au cours de loxygénation (ce qui donne sa forme sigmoïde à la courbe doxygénation) ou lors 
de la fixation deffecteurs (DPG et IHP par exemple). Plusieurs modèles ont été proposés pour 
expliquer la coopérativité de lhémoglobine, dont le modèle allostérique qui sapplique à la variation 
daffinité de lhémoglobine lors de la fixation de loxygène (allostérie homotropique) ou des 
effecteurs (allostérie hétérotropique).  
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4.1 Modèles de coopérativité 
Modèle dinteraction hème-hème (Adair) 
Adair a montré dès 1925 que lhémoglobine pouvait lier quatre molécules doxygène, une par hème, 
et proposé une équation permettant de reproduire la courbe doxygénation de lhémoglobine à 
partir de quatre constantes déquilibre (60). Ce modèle est le modèle séquentiel qui décrit un 
changement progressif de la conformation de lhémoglobine lors de la fixation de loxygène, depuis 
lhémoglobine désoxygénée de basse affinité à lhémoglobine oxygénée de haute affinité, grâce à des 
interactions hème-hème (Fig. 7-22). Il a été repris et complété par Koshland en 1966 (61). 
 
Figure 7-22. Représentation schématique du modèle séquentiel dAdair (60). A1, 
A2, A3, A4 représentent les différents états daffinité de lhémoglobine. La fixation 
de chacune des 4 molécules doxygène modifie la conformation de lhémoglobine 
et conduit au passage dun état daffinité à un autre avec un constante 
K1<K2<K3<K4 
Les courbes doxygénation de lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice sont bien représentées par 
le modèle dAdair. Cependant, celui-ci ne nous permet pas dexpliquer les modifications dactivité 
observées.  
Modèle allostérique MWC 
A partir dune étude thermodynamique, Monod, Wyman et Changeux proposent en 1965 le modèle 
concerté à deux états (ou modèle MWC), basé sur un équilibre entre une forme de haute affinité et 
une forme de basse affinité de lhémoglobine (62). Il sagit dun équilibre entre deux états 
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fonctionnels de lhémoglobine appelés R (haute affinité) et T (basse affinité) sans lien direct avec la 
structure de la protéine, hormis les conditions de symétrie et de protéine oligomérique de 
lallostérie. Dans le modèle MWC, la fixation de loxygène sur lhémoglobine ne modifie pas son 
affinité, cest léquilibre allostérique entre la forme de haute et de basse affinité qui se déplace au 
cours de loxygénation (Fig. 7-23). 
 
Figure 7-23. Représentation schématique du modèle à deux états MWC (62), basé 
sur un équilibre allostérique entre létat fonctionnel R de haute affinité et létat 
fonctionnel T de basse affinité, sans modification de laffinité par fixation de 
loxygène et sans lien avec la structure de la protéine 
A partir du modèle MWC, nous avons pu déterminer que laugmentation de laffinité de 
lhémoglobine adsorbée était due uniquement à une augmentation de la constante dassociation de 
loxygène de la forme de basse affinité Klow, la constante Khigh associée à la forme de haute affinité 
restant inchangée. Ce modèle ne permet toutefois pas de proposer un mécanisme à lorigine de 
laugmentation de la constante dassociation de loxygène sur la forme de basse affinité. 
Modèle structural (Perutz) 
La structure cristallographique de lhémoglobine a été déterminée par Perutz qui observa une 
différence entre les structures quaternaires de loxyhémoglobine et de la déoxyhémoglobine (63, 
64) : les sous-unités " de loxyHb sont plus proches lune de lautre suite à une rotation de 15° des 
dimères #" lun par rapport à lautre. Plusieurs ponts salins entre sous-unités sont également 
spécifiques de la structure désoxygénée, dont latome de fer se trouverait hors du plan de lhème. A 
partir de ces observations, Perutz proposa en 1970 le modèle stéréochimique en faisant lhypothèse 
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que létat fonctionnel de basse affinité est associé à la structure quaternaire T de lhémoglobine 
désoxygénée et létat fonctionnel de haute affinité à la structure quaternaire R de lhémoglobine 
oxygénée (65). Perutz établit ainsi une relation directe entre la structure de la protéine et sa 
fonction : la fixation de loxygène induit un déplacement de latome de fer par rapport à lhème ce 
qui déclenche la rotation des dimères et modifie laffinité de lhémoglobine. Cette hypothèse est 
reprise sous une forme équivalente à un modèle séquentiel par Szabo et Karplus en 1972 (66) (Fig. 7-
24) et plus récemment par Eaton (67, 68) qui sappuie sur des modifications de la structure tertiaire 
de lhémoglobine au cours de loxygénation.  
 
Figure 7-24. Représentation schématique du modèle de Szabo et Karplus (66) basé 
sur lhypothèse de Perutz , daprès (68) : la forme de haute affinité correspond à la 
structure quaternaire R et celle de basse affinité à la structure quaternaire T. 
Loxygénation induit un changement de structure quaternaire et donc un 
changement daffinité. Les structures tertiaires r et t du modèle dEaton ne sont 
pas représentées.  
Cependant, une des critiques majeures de ce modèle, développée entre autre par Yonetani, repose 
sur lobservation de modifications de lactivité de lhémoglobine lors de la fixation deffecteurs sans 
changement de la structure quaternaire de la protéine dune part, et de lexistence de différentes 
structures tertiaires et quaternaires de lhémoglobine sans modification de laffinité de la protéine 
dautre part (32). Alors que Perutz avait identifié les structures quaternaires R et T sur des cristaux 
dhémoglobine, Yonetani et ses collaborateurs identifient les deux structures quaternaires en 
solution par RMN du proton, ce qui leur permet de comparer directement la structure et lactivité de 
lhémoglobine dans différentes conditions (69, 70). Ils observent ainsi une diminution de plusieurs 
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ordres de grandeur de laffinité de la forme oxy (Khigh) et de la forme déoxy (Klow) de lhémoglobine 
lors de la fixation deffecteurs.  
Le changement de position de latome de fer lors de loxygénation a depuis été remis en question et 
plusieurs études ont montré que la position du fer nétait pas modifiée lors de loxygénation (71). 
Une étude a également montré que la structure de lhème et la coordination du fer (liaison fer-
histidine) ne changeait pas lors de lajout deffecteurs, alors que laffinité de lhémoglobine varie  (70, 
72). Le modèle structural de Perutz semble ainsi restreint aux changements de structure tertiaire 
(Eaton) et quaternaire (Perutz) de lhémoglobine lors de loxygénation, comme seuls déterminants de 
la variation daffinité de lhémoglobine. 
Modèle dallostérie dynamique (Yonetani) 
Yonetani et al. ont montré par simulation moléculaire que les fluctuations thermiques de la structure 
secondaire de lhémoglobine étaient corrélées à son affinité : lhémoglobine de plus faible affinité 
présente des fluctuations de la structure secondaire de plus grande amplitude que lhémoglobine de 
forte affinité (les fluctuations considérées ont une fréquence supérieure au GHz, soit un temps 
inférieur à la nanoseconde, et une amplitude inférieure à 3 Å) (73). Une explication du lien entre 
dynamique et affinité est tirée dexpériences et de simulations plus anciennes de photodissociation 
laser de lhémoglobine sous sa forme HbCO ou HbO2 (74, 75). Le monoxyde de carbone est un ligand 
compétiteur de loxygène. Lorsquil se dissocie du fer sous limpulsion laser, il peut soit se 
recombiner, soit migrer dans la globine puis séchapper de la protéine, ce qui se traduit par la vitesse 
et le taux de recombinaison géminée mesurés. Il ny pas dans la structure de lhémoglobine de 
« canal » permettant la sortie du ligand : celui-ci diffuse depuis lhème vers la globine et sa sortie de 
la protéine est favorisée par les fluctuations de la structure (76). Plus les fluctuations sont 
importantes, plus le ligand peut séchapper et moins le taux de recombinaison géminé sera 
important. Yonetani applique ce raisonnement à la fixation doxygène par lhémoglobine : le 
paramètre limitant est celui de la sortie de loxygène, qui est dautant plus favorisée que la 
dynamique de la protéine est importante (32) (Fig. 7-25). 
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Figure 7-25. Représentation schématique du modèle dallostérie dynamique de 
Yonetani (32). Les états de haute et de basse affinité se distinguent par leur 
dynamique : plus les fluctuations thermiques de la structure secondaire sont de 
grande amplitude, plus loxygène peut facilement séchapper et plus laffinité de la 
protéine diminue. La structure quaternaire R (oxyHb) et T (déoxyHb) est 
indépendante des variations daffinité (daprès Yonetani, com. pers.) 
Lhémoglobine désoxygénée conserve une structure quaternaire différente de celle de lhémoglobine 
oxygénée, sans lien avec leur affinité. Loxygénation diminue ces fluctuations tandis que la fixation 
des effecteurs laugmente. La coopérativité dépend alors de la différence daffinité entre létat de 
haute affinité et létat de basse affinité : plus cette différence est faible, moins la protéine est 
coopérative. 
La confusion du lecteur peu familier des modèles de coopérativité de lhémoglobine est alors 
grande car les mêmes termes R et T ont été repris par (presque) tous les modèles pour désigner des 
objets très différents : états fonctionnels du modèle MWC, structures quaternaires du modèle de 
Perutz ou états dynamique de lhémoglobine du modèle de Yonetani. Pour plus de clarté, je parlerai 
détats de haute et basse affinité (MWC), de structures quaternaires (Perutz) et détats dynamiques 
(Yonetani) plutôt que dhémoglobine R et T.  
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De plus, de grandes différences apparaissent du point de vue dynamique entre les différents modèles 
de coopérativité : le changement de structure quaternaire R-T du modèle de Perutz est un 
mécanisme qui se déroule à léchelle de quelques microsecondes à la dizaine de microsecondes (77), 
il sagit donc dun processus relativement lent, tandis que les fluctuations thermiques du modèle de 
Yonetani sont associées à des mouvements damplitude inférieure à 3 Å et dune fréquence 
supérieure au GHz ce qui correspond à une échelle de temps dune dizaine à une centaine de 
picosecondes, et donc à un mécanisme beaucoup plus rapide (78). Une telle différence de plusieurs 
ordres de grandeur de temps caractéristique de chacun de ces mécanismes peut avoir des 
implications importantes pour la prédiction de la réponse/réactivité du système.  
Il faut noter que si lhémoglobine est un système dintérêt, notamment du point de vue biologique, 
lobjectif de la thèse nest pas de produire de nouveaux résultats en faveur de lun ou lautre modèle 
de coopérativité. Les modifications dactivité de lhémoglobine adsorbées sont discutées à laide du 
modèle structural de Perutz et du modèle dynamique de Yonetani pour essayer de mieux 
comprendre quels mécanismes peuvent expliquer les changements dactivité observés.  
4.2 Un effet global et reproductible 
Lactivité de lhémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm est caractérisée par : 
· une augmentation de laffinité de lordre de 50% 
· une diminution de la coopérativité avec un coefficient de Hill supérieur à 1 
· la préservation de la structure tétramérique de lhémoglobine 
· la préservation de leffet Bohr 
· la préservation de leffet de la température 
· la préservation de leffet du DPG et de lIHP et du site de fixation correspondant 
· la réversibilité totale après désorption 
De plus ces modifications sont communes à : 
· lhémoglobine de porc 
· lhémoglobine A humaine 
· lhémoglobine S 
· lhémoglobine DCL 
· quelles que soient les conditions de pH (pH 6 et pH 7,4), de tampon (BisTris-HCl et 
Phosphate), de température (25°C et 37°C) et denvironnement (hémolysat) 
276 
 
Ces résultats montrent que i) la fonctionnalité de lhémoglobine adsorbée, cest-à-dire sa sensibilité à 
la température, au pH et aux effecteurs, est préservée, ii) les modifications de son activité, 
augmentation de laffinité de lordre de 50% et diminution de la coopérativité avec un coefficient de 
Hill supérieur à 1, sont communes à des molécules dhémoglobine de composition, de charge, de 
structure et de comportement différent que sont Hb de porc, HbA humaine, Hb DCL et Hb S, iii) ces 
modifications sont insensibles aux conditions physico-chimiques du milieu (pH, tampon, 
température, environnement). 
Les différences entre molécules dhémoglobine se traduisent par une adsorption variable. Les 
conditions du milieu influencent également la quantité et la structure de la protéine adsorbée. 
Pourtant les modifications dactivité observées sont reproductibles pour toutes les hémoglobines 
testées quelles que soient les conditions du milieu. La grande reproductibilité des effets sur des 
systèmes différents implique que le mécanisme sous-jacent aux changements dactivité est 
suffisamment général pour conduire aux mêmes effets sur les différents systèmes et sapplique de 
façon globale à lhémoglobine. 
La préservation de la fonctionnalité de lhémoglobine adsorbée montre quune partie de la structure 
de la protéine est préservée lors de ladsorption, notamment la structure tétramérique, le site de 
fixation du DPG et les résidus protonables associés à leffet Bohr. Daprès le modèle de Perutz, si lon 
met de côté le changement de position du fer, cest une modification de la structure tertiaire et 
quaternaire de lhémoglobine lors de ladsorption qui conduirait à une augmentation de laffinité de 
lhémoglobine adsorbée (68). Il est possible que ladsorption crée un point dancrage dune partie de 
lhémoglobine sur la surface, ce qui pourrait empêcher en partie la rotation dun dimère #" par 
rapport à lautre. La modification de lactivité de Hb DCL, dont les sous-unités sont liées et rigidifiées, 
contredit cependant cette hypothèse. 
De plus, la structure de lhémoglobine adsorbée, dont une partie importante de la structure 
secondaire est altérée, ne peut correspondre à aucune des structures quaternaires définies par 
Perutz. Par ailleurs, la structure électronique du fer de lhémoglobine est préservée lors de 
ladsorption. La reproductibilité des modifications dactivité semble indiquer que la structure nest 
pas lélément déterminant de ces modifications. 
Un effet de ladsorption sur la dynamique de la protéine serait un phénomène suffisamment global 
pour être reproductible dune hémoglobine à lautre, tout en préservant la fonctionnalité de 
lhémoglobine. 
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Daprès le modèle de Yonetani, la dynamique de lhémoglobine joue un rôle clé dans la régulation de 
son affinité. Puisque lhémoglobine adsorbée a une plus grande affinité, cela correspondrait à une 
plus faible dynamique, cest-à-dire à des fluctuations thermiques de faible amplitude peu favorables 
à léjection dune molécule doxygène. Ce mécanisme pourrait sappliquer à lensemble des 
molécules dhémoglobine étudiées et aux différentes conditions physico-chimiques utilisées. 
En parallèle de létude de lactivité de lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice, nous avons étudié 
par diffusion incohérente de neutrons la dynamique de la metmyoglobine adsorbée sur les NP de 
silice (voir chap. 6). Cette étude nous a permis de montrer que la flexibilité et la dynamique de la 
metmyoglobine adsorbée diminuaient fortement lors de ladsorption sur les NP de silice, à une 
échelle de temps comparable. Bien quil ne sagisse pas du même système protéine-NP, hémoglobine 
et myoglobine ont un comportement proche lors de ladsorption et il est possible que ladsorption de 
lhémoglobine sur les NP de silice conduise également à une diminution de sa flexibilité.  
Une diminution de la dynamique de lhémoglobine adsorbée sur la silice serait cohérente avec 
laugmentation de lactivité observée, du point de vue du modèle dallostérie dynamique de 
Yonetani : les fluctuations de grande amplitude permettant la libération de loxygène et la diminution 
de laffinité seraient limitées par les interactions fortes avec la surface de silice, par exemple par un 
ancrage à partir des résidus basiques. Dans ce cas, la diminution de la coopérativité de lhémoglobine 
sexpliquerait aussi par la réduction de la différence daffinité (amplitudes des fluctuations) entre 
hémoglobine oxygénée et désoxygénée.  
Si les méthodes de diffusion incohérente de neutrons sont probablement applicables au système 
hémoglobine/nanoparticules, une autre approche pour étudier la dynamique de notre système serait 
de mesurer par photolyse laser la vitesse et le taux de recombinaison géminée de HbO2 ou HbCO de 
lhémoglobine adsorbée sur les NP de silice, pour évaluer leffet dune modification de la dynamique 
de la protéine adsorbée sur la recombinaison géminée de loxygène ou du CO. 
Le modèle de Yonetani ne permet cependant pas dexpliquer lensemble des modifications dactivité 
observées. Labsence de modification dactivité de lhémoglobine adsorbée liée à lIHP reste 
inexpliquée dans ce modèle. Le modèle de Yonetani est avant tout basé sur un effet de la globine sur 
laffinité de lhémoglobine, sans effet de lhème. Lorsque laffinité est grandement diminuée, comme 
avec lIHP, il est possible que leffet de la globine ne soit plus le facteur principal, ou limitant, de la 
fixation de loxygène. Si leffet de lhème devient prédominant, alors lhémoglobine adsorbée aurait 
très probablement la même activité que lhémoglobine libre car ladsorption na pas ou peu 
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dinfluence sur lhème, comme dans le cas de la metmyoglobine dont lactivité nest pas ou peu 
affectée par ladsorption. 
Létude de ladsorption et de lactivité de lhémoglobine met en évidence deux cas particuliers, pour 
lesquels il serait intéressant de poursuivre cette étude. Du point de vue de lactivité, il sagit de 
labsence de modification dactivité de lhémoglobine adsorbée liée à lIHP, inexpliquée par les 
modèles de coopérativité. Du point de vue de ladsorption, une adsorption de lhémoglobine S avec 
une constante daffinité 10 fois plus élevée que celle de lhémoglobine A reste mystérieuse. Une 
étude par microcalorimétrie ITC pourrait permettre de mieux comprendre les différences 
dadsorption de HbS et HbA liée à lIHP sur les NP de silice.  
Enfin, la fixation de loxygène nest pas le seul critère permettant à lhémoglobine dassurer sa 
fonction de transporteur au sein des globules rouges. Lhémoglobine circule en effet pendant 120 
jours en moyenne dans le corps humain et quelques % de methémoglobine, incapable de lier 
loxygène, sont formés chaque jour et réduits en retour par la cytochrome b5 réductase présente 
dans les hématies. Cependant, lorsque lhémoglobine subit des modifications, la vitesse dauto-
oxydation de la protéine peut augmenter, ce qui génère un niveau plus important de metHb au 
détriment de la forme active de la protéine. Les hémoglobines mutées Hb Saale, Hb Trento, Hb 
Poitiers et Hb J-Cairo présentent toutes une augmentation de lauto-oxydation, sans lien direct avec 
leur activité : Hb Saale a une activité normale, Hb Trento a une plus forte affinité et une plus faible 
coopérativité, Hb Poitiers a une plus forte affinité sans modification de la coopérativité et Hb J-Cairo 
a une plus faible affinité et une plus faible coopérativité (59). Il serait intéressant de mesurer la 
cinétique doxydation de lhémoglobine adsorbée, puisque celle-ci nest pas liée à lactivité de 
lhémoglobine, et dévaluer lefficacité de la réduction de la metHb adsorbée par la cytochrome b5 
réductase.  
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Les points clés 
Les principaux résultats obtenus lors de létude de lactivité de lhémoglobine et de la 
metmyoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice peuvent être résumés :  
· Lors de ladsorption de la metmyoglobine sur les NP de silice, lactivité de fixation de ligands 
de la protéine est inchangée pour limidazole et caractérisée par une légère diminution de 
laffinité pour lazoture. Une hypothèse permettant dexpliquer cette différence serait un 
effet des NP  de silice sur la densité de charge de lhème. 
 
· Lors de ladsorption de lhémoglobine sur les NP de silice, lactivité de la protéine est 
modifiée, ce qui se traduit par une augmentation de laffinité de lordre de 50% et une 
diminution de la coopérativité, sans dissociation du tétramère. Lhémoglobine adsorbée 
reste sensible à un effet du pH, de la température, du DPG et de lIHP. Seule la constante Klow 
de fixation de loxygène par la forme de basse affinité est modifiée par ladsorption, la 
constante Khigh associée à la forme de haute affinité reste constante. 
 
· La préservation de la structure tétramérique de lhémoglobine adsorbée est démontrée par 
sa coopérativité, la fixation du DPG et de lIHP et la modification de lactivité de 
lhémoglobine pontée Hb DCL après adsorption. Le site de fixation du DPG et de lIHP est 
également préservé lors de ladsorption. 
 
· Les modifications dactivité observées sont communes à lhémoglobine de porc, à 
lhémoglobine A humaine, à lhémoglobine S et à lhémoglobine DCL quelles que soient les 
conditions de pH, de tampon, de température et sont également reproduites sur un 
hémolysat. 
 
· Le mécanisme impliqué est reproductible et global. Une interprétation dynamique des 
modifications dactivité de lhémoglobine adsorbée peut être proposée en suivant le modèle 
dallostérie dynamique de Yonetani. 
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Tableau récapitulatif : affinité et coopérativité de lhémoglobine libre 
et adsorbée sur les nanoparticules de silice  
 
Hémoglobine Conditions 
P50 (mmHg) 
Hb libre 
P50 (mmHg) 
Hb adsorbée 
n 
Hb libre 
n 
Hb adsorbée 
HbA de porc 
 
BisTris-HCl pH 6 
T = 25°C 
17,1 ± 0,5 8,7 ± 0,5 2,8 ± 0,1 1,6 ± 0,1 
BisTris-HCl pH 6 
T = 37°C 
26,1 ± 0,5 10,4 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 25°C 
7,7 ± 0,5 4,7 ± 0,5 3,0 ± 0,1 1,9 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
12,0 ± 0,5 7,0 ± 0,5 2,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 
Tris-HCl pH 8,7 
T = 25°C 
3,2 ± 0,5 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 
HbA de porc 
liée au DPG 
BisTris-HCl pH 6 
T = 25°C 
38,5 ± 0,5 
23,0 ± 0,5 (a) 
22,0 ± 0,5 (b) 
2,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
HbA de porc 
liée à lIHP 
BisTris-HCl pH 6 
T = 25°C 
110 ± 1 
104 ± 1 (a) 
104 ± 1 (b) 
2,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 
HbA de porc 
désorbée 
Tris-HCl pH 8,7 
T = 25°C 
3,2 ± 0,5 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 
HbA humaine 
BisTris-HCl pH 6 
T = 37°C 
26,0 ± 0,5 10,7 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
11,7 ± 0,5 7,2 ± 0,5 2,8 ± 0,1 1,8 ± 0,1 
Globules rouges 
Isotonique pH 7,4 
T = 37°C 
26,0 ± 0,5 
7,6 ± 0,5 
hémolyse 
2,6 ± 0,1 
1,9 ± 0,1 
hémolyse 
Hémolysat 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
15,1 ± 0,5 8,3 ± 0,5 2,9 ± 0,1 1,9 ± 0,1 
Hb DCL 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
26,7 ± 0,5 18,0 ± 0,5 2,1 ± 0,1 1,6 ± 0,1 
HbS 
Hémolysat 
Phosphate pH 7,4 
T = 37°C 
15,5 ± 0,5 9,6 ± 0,5 2,8 ± 0,1 2,0 ± 0,1 
Tableau récapitulatif. Mesures daffinité (P50) et de coopérativité (coefficient de 
Hill, n) de lhémoglobine libre et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm en 
fonction de la protéine, du pH, du tampon et de la température 
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Conclusion et perspectives 
De nouvelles méthodes expérimentales pour létude des protéines adsorbées 
Pour étudier les protéines adsorbées sur les nanomatériaux, nous avons tout dabord utilisé 
différentes méthodes classiques détude des protéines. Toutefois, leur utilisation sur des solutions 
colloïdales a nécessité une certaine adaptation. Pour saffranchir des problèmes de diffusion de la 
lumière par les nanoparticules, une sphère dintégration a été utilisée pour toutes les analyses 
réalisées par spectroscopie UV-visible, y compris pour les mesures dactivité de la myoglobine et de 
lhémoglobine adsorbées. Pour vérifier la fiabilité des données, plusieurs contrôles ont été 
systématiquement effectués à partir de solutions contenant les nanoparticules de silice mais dans 
des conditions où les protéines ne sont pas adsorbées à leur surface. En dichroïsme circulaire, la 
concentration en nanoparticules des solutions est assez limitée pour permettre lacquisition dun 
spectre de bonne qualité. Les contrôles ne montrent cependant pas dartefacts liés à la présence des 
nanoparticules lors de la mesure, et la perte partielle de structure observée est corroborée par les 
résultats de microcalorimétrie DSC. 
Certaines techniques se sont révélées peu adaptées à létude des protéines adsorbées : cest le cas 
de la spectroscopie infrarouge où le montage est délicat et les mesures non quantitatives, et de la 
spectroscopie dabsorption X où les mesures ont pour linstant manqué de résolution et de 
reproductibilité, mais qui constituent plutôt une ouverture vers de nouvelles études. 
Certaines techniques ont montré une grande stabilité et une bonne reproductibilité : la 
spectroscopie UV-visible, la fluorescence, la microcalorimétrie DSC et la microcalorimétrie ITC. Ces 
techniques sont maintenant utilisées en routine au laboratoire pour la mesure des isothermes 
dadsorption de différents systèmes protéines/nanoparticules, pour létude de la structure et de 
lactivité des protéines adsorbées et pour la mesure des paramètres thermodynamiques de 
ladsorption. 
La microcalorimétrie ITC, bien que généralement peu appliquée à ces systèmes, sest révélée très 
intéressante pour létude du processus dadsorption car elle permet une mesure quantitative de 
lensemble des paramètres thermodynamiques de ladsorption des protéines sur les nanoparticules. 
Cest une technique sensible et particulièrement adaptée à létude des solutions 
protéines/nanoparticules : une très bonne cohérence entre la constante dadsorption mesurée par 
ITC et par spectroscopie est obtenue sur le système étudié. Elle pourrait être utilisée de façon 
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beaucoup plus systématique pour caractériser les mécanismes dadsorption dans différentes 
conditions : en fonction du pH, de la température, du milieu, de la protéine et de la nanoparticule. De 
plus, étant donné que ladsorption des protéines dépend fortement du type de surface (hydrophile, 
hydrophobe, fonctionnalisée), une analyse thermodynamique de ladsorption sur différentes 
surfaces pourrait fournir des données quantitatives sur les processus dadsorption corrélées aux 
propriétés de surface des matériaux. Cette technique pourrait également être utilisée pour étudier la 
sensibilité des protéines à ladsorption en fonction de leur état et donc de leur « cycle de vie » au 
sein de la cellule : par exemple, protéines ligandées, protéines dénaturées, complexes... 
Des techniques qui navaient jusquà présent pas été appliquées à létude des protéines adsorbées 
ont été développées au cours de la thèse. Elles ont permis dapporter de nouvelles informations sur 
le processus dadsorption et sur la biochimie et biophysique des protéines adsorbées.  
Lanalyse protéomique dun grand nombre de protéines adsorbées et non adsorbées à partir dun 
extrait cellulaire a permis dune part didentifier les protéines qui ont le plus daffinité pour la surface 
et qui pourraient être adsorbées en conditions réelles dexposition, dautre part de déterminer les 
critères physico-chimiques dadsorption des protéines pour un matériau donné. Cette technique 
pourrait être utilisée pour comparer ladsorption à partir de protéines de différents milieux 
cellulaires ou extracellulaires sur dautres surfaces. De plus, les protéines adsorbées identifiées 
pourraient être étudiées spécifiquement car plus pertinentes du point de vue biologique que les 
protéines modèles choisies arbitrairement. 
Pour augmenter la capacité danalyse des protéines et tester un grand nombre de surfaces (par 
exemple pour étudier les propriétés dadsorption des protéines sur des biomatériaux), il est possible 
de remplacer lanalyse par électrophorèse bidimensionnelle par une analyse par spectrométrie de 
masse à haut débit (« Shotgun »). Cette technique est assez proche de celle utilisée pour la 
cartographie de surface, appliquée ici à un extrait protéique. Les protéines adsorbées et non 
adsorbées sont digérées par la trypsine puis analysées sur un spectromètre de masse en tandem 
couplé à une colonne de chromatographie (1). Les protéines de chaque groupe sont identifiées à 
partir de la séquence des peptides analysés et dune base de données. Lavantage de cette technique 
est de pouvoir identifier un nombre plus important de protéines par rapport à lélectrophorèse 
bidimensionnelle et surtout de pouvoir réaliser cette analyse à haut débit sur un grand nombre de 
protéines et de matériaux différents.  
La cartographie de surface par irradiation a permis didentifier certains domaines dinteraction entre 
protéine et nanoparticule. Cette technique est prometteuse car il existe actuellement très peu de 
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moyens pour étudier localement ladsorption. Lanalyse des protéines adsorbées à une échelle très 
locale sera certainement une des clés pour mieux définir létat des protéines adsorbées.  
La diffusion incohérente de neutrons est une mesure expérimentale de la dynamique des protéines 
adsorbées qui a permis de mettre en évidence une diminution de la flexibilité et de lentropie 
vibrationnelle dune protéine adsorbée sur la silice, marquée par la disparition de la transition 
dynamique de la protéine adsorbée. Cest la première fois quun effet aussi important sur la 
dynamique dune protéine est mis en évidence.  
De plus, ce résultat remet en cause le modèle dadsorption de Norde dans lequel la déstructuration 
des protéines adsorbées saccompagne dune augmentation de leur dynamique et dun gain 
dentropie, moteur de ladsorption. Nous proposons que le gain dentropie soit provoqué par la 
libération de molécules deau immobilisées sur la surface par ladsorption de la protéine. Toutefois, 
létude de la dynamique dautres systèmes est nécessaire pour généraliser cette hypothèse. Cette 
étude pourrait être complétée par une analyse des modes normaux de la protéine adsorbée par 
simulation moléculaire. Les études par diffusion de neutrons peuvent aussi être accompagnées par la 
mesure des capacités calorifiques (Cp) à basse température, pour corréler données 
thermodynamiques et dynamique de la protéine à différentes températures. 
Les déterminants moléculaires de ladsorption 
Les déterminants structuraux de ladsorption et de la non adsorption des protéines sur les 
nanoparticules de silice sont dune part un enrichissement en résidus basiques (arginine et lysine), en 
clusters de charges positives et négatives, et une plus grande flexibilité (protéines adsorbées), 
dautre part un enrichissement en résidus aromatiques et un plus grand nombre dinteractions !-! et 
cations-! qui conduisent à une plus grande rigidité (protéines non adsorbées). Alors que le rôle 
favorable des résidus chargés dans ladsorption grâce à la formation dinteractions électrostatiques 
avait déjà été montré dans dautres études, le rôle des résidus aromatiques dans la plus grande 
rigidité des protéines et leur résistance à ladsorption navait jusquà présent pas été mis en 
évidence. De plus, labsence de corrélation entre point isoélectrique et adsorption sur une surface 
chargée a été démontrée : cest lorganisation locale en clusters de charges qui favorise ladsorption. 
Cette étude peut être appliquée à dautres nanoparticules de taille, nature, surface différente. Une 
première analyse de ladsorption des protéines de levure sur des nanoparticules doxyde de titane et 
doxyde de fer selon la même méthodologie a montré que la majorité des protéines adsorbées/non 
adsorbées identifiées sur la silice létaient également sur loxyde de titane et de fer, ce qui 
permettrait de généraliser les critères dadsorption proposés à dautres surfaces doxyde 
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hydrophiles. Il existe toutefois quelques exceptions : deux protéines sont par exemple adsorbées sur 
les nanoparticules de TiO2 et de Fe3O4 et non adsorbées sur les nanoparticules de silice. Ces protéines 
sont fortement phosphorylées, or une des premières différences physico-chimiques entre la surface 
de TiO2, Fe3O4 et SiO2 est une fixation de groupements phosphates sur TiO2 et Fe3O4 mais pas sur la 
silice, ce qui laisse penser que les deux protéines adsorbées uniquement sur TiO2 et Fe3O4 
interagissent avec la surface grâce à leurs résidus phosphorylés. Le changement de comportement de 
ces deux protéines montrerait quil existe aussi des interactions plus spécifiques entre protéines et 
surfaces.  
Dune manière plus générale, il semble possible de créer une base de données de ladsorption des 
protéines sur les nanomatériaux à partir dune analyse protéomique à haut débit dun très grand 
nombre de protéines et dun très grand nombre de nanomatériaux. Les travaux réalisés à léchelle 
moléculaire pourraient alors constituer une base de travail pour les études de toxicité à léchelle 
cellulaire. Il est en effet indispensable de ne pas considérer la nanoparticule seule, mais lobjet formé 
par la nanoparticule et la couronne de protéines adsorbées dans des conditions réelles dexposition. 
Ainsi « lidentité biologique » de la nanoparticule pourrait être définie pour chaque type de 
nanoparticule et denvironnement.  
De plus, face au très grand nombre de nanomatériaux manufacturés dont il faudrait étudier la 
toxicité, les toxicologues cherchent à déterminer des critères (taille, surface, forme, propriétés 
physico-chimiques) qui permettraient dévaluer leur toxicité, ou du moins de regrouper les 
nanomatériaux qui auraient des caractéristiques communes en termes de toxicité. Notre étude peut 
soulever une question inattendue : si plusieurs nanoparticules ont la même couronne de protéines 
adsorbées, partagent-elles les mêmes voies de toxicité ? Si certaines caractéristiques sont propres à 
la nanoparticule, dautres caractéristiques communes pourraient venir dune « identité biologique » 
partagée. Il est (peut-être) possible quun effet de lissage des propriétés des nanomatériaux avec 
leur couronne de protéines adsorbées soit observé, ce qui diminuerait de fait le nombre de réponses 
biologiques possibles. 
Protéine adsorbée, protéine stressée 
Ladsorption de la myoglobine et de lhémoglobine sur les nanoparticules de silice saccompagne 
dune perte importante de structure et dune diminution de la stabilité en température. Létat de la 
protéine adsorbée est un état partiellement déplié de la protéine, qui diffère dun état dénaturé en 
température ou en pression, où lon aurait par exemple une dissociation du tétramère 
dhémoglobine (2). De nouvelles études structurales pourraient être développées : par RMN du 
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proton et RMN du solide pour étudier la structure de lhémoglobine adsorbée, par mesure de 
fluorescence à léchelle de la molécule unique pour étudier lhétérogénéité de structure des 
protéines adsorbées, et par cristallographie X pour étudier lordre au sein même de la protéine 
adsorbée. 
Cependant, la myoglobine et lhémoglobine adsorbées conservent tout ou partie de leur 
fonctionnalité. Comment expliquer un maintien de lactivité de la myoglobine adsorbée et une 
augmentation de lactivité de lhémoglobine adsorbée malgré une déstructuration aussi importante 
des protéines ? La vision classique de la relation structure/fonction des protéines est basée sur un 
lien étroit entre structure des protéines et activité. Par exemple, la mutagenèse dirigée cherche à 
moduler lactivité dune protéine grâce à la substitution dun seul de ses résidus. Dans notre cas, la 
structure secondaire impliquant 40 à 50% des acides aminés de la protéine est fortement perturbée, 
avec une bonne conservation de lactivité. Malgré la perte de structure, létat dune protéine 
adsorbée est donc très différent de celui dune protéine dénaturée. Ladsorption conduit 
véritablement à un nouveau type de stress pour la protéine, pour lequel dimportantes modifications 
de structure ne sont pas nécessairement liées à des pertes dactivité, et qui saccompagne dune 
diminution très importante de la dynamique de la protéine.  
Dans le cas de lhémoglobine, seul un changement de dynamique peut expliquer la modification 
globale et non spécifique de son activité, puisque la même augmentation daffinité est observée pour 
des systèmes différents (hémoglobine de porc, hémoglobine humaine, avec et sans effecteurs, à 
différents pH, tampons et températures, HbS, Hb DCL). La perte de structure ne serait donc pas le 
phénomène le plus important, devant la dynamique et lactivité de la protéine adsorbée. Ceci reste 
toutefois une hypothèse, quil faudrait tester en étudiant la dynamique de lhémoglobine adsorbée, 
par diffusion de neutrons par exemple.  
Les remarques précédentes sur la microcalorimétrie ITC sont ici aussi pertinentes : lactivité de 
fixation de ligands dune protéine adsorbée pourrait être analysée par ITC pour déterminer si 
ladsorption conduit à des modifications thermodynamiques propres à la fonction dune protéine. 
Cela suggère de façon plus générale de réaliser de nouvelles études sur les relations entre structure, 
dynamique et activité des protéines adsorbées pour avoir une vision intégrée de létat dune 
protéine adsorbée. 
Les protéines modèles que nous avons étudiées sont deux hémoprotéines globulaires. Dautres 
protéines pourraient avoir un comportement différent lors de ladsorption, notamment les 
glycoprotéines pour lesquelles linteraction avec les nanoparticules serait en grande partie due à 
linteraction entre les sucres exposés à la surface de la protéine et les nanoparticules. Lorsque des 
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nanoparticules sont inhalées, elles sont en contact avec le mucus des voies respiratoires. Or une 
hypersécrétion de mucus, que lon peut également retrouver chez les fumeurs, a été observée in 
vitro (3). La mucine étant une glycoprotéine du mucus, linteraction entre mucine et nanoparticules 
semble donc importante à étudier pour cette voie dexposition et les mécanismes délimination qui 
lui sont associés. 
Conséquences biologiques 
La couronne de protéines adsorbées sur les nanoparticules représente linterface entre le matériau 
et le milieu biologique : elle est donc à la fois très importante pour le devenir des nanoparticules 
dans lorganisme et peut représenter un risque de toxicité directe à cause des modifications 
biochimiques des protéines adsorbées. Parmi les risques possibles identifiés par Nel (4) (voir chap. 1), 
nous navons pas observé doxydation des protéines adsorbées, dagrégation ou de fibrillation. Nous 
avons bien observé une perte de structure et une modification dactivité, ici pour un système non 
enzymatique. Cependant, ces modifications sont entièrement réversibles après désorption, sauf dans 
le cas dune désorption très douce où la protéine désorbée nest pas complètement restructurée. Les 
protéines qui pourraient se désorber dans lorganisme ne seraient pas nécessairement les plus 
toxiques, le risque venant plutôt des protéines adsorbées dont la structure et lactivité seraient 
fortement modifiées.  
Habituellement, seule la perte dactivité enzymatique est présentée comme un risque potentiel lié à 
linteraction entre protéines et nanoparticules, du point de vue fonctionnel (4). Or laugmentation 
inattendue de laffinité de lhémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice pour loxygène 
représenterait un effet néfaste pour lorganisme, dans lhypothèse où les nanoparticules se 
trouveraient dans les hématies, car elle entraînerait un plus faible relargage de loxygène aux tissus 
et donc une moins bonne oxygénation. Selon la fonction de la protéine adsorbée, une modification 
de son activité peut donc savérer néfaste, quelle se traduise par une augmentation ou une 
diminution de son activité. 
Il serait intéressant de tester spécifiquement lactivité de protéines qui pourraient participer aux 
effets cytotoxiques ou génotoxiques observés en présence de nanoparticules. Une étude a montré 
que certaines nanoparticules de silice pouvaient entrer dans le noyau des cellules et interagir avec 
les protéines nucléaires (5). Lactivité denzymes de réparation de lADN pourrait être étudiée en 
présence de nanoparticules pour voir si leur activité peut être inhibée par ladsorption. De la même 
façon, on peut se demander si ladsorption de protéines contenant des cofacteurs métalliques 
pourrait les rendre pro-oxydantes, et contribuer au stress oxydant observé in vitro pour de 
291 
 
nombreuses nanoparticules. A linverse, il serait intéressant de tester lactivité denzymes anti-
oxydantes en présence de nanoparticules. De ce point de vue, ladsorption de la superoxide 
dismutase à manganèse sur les nanoparticules de silice à partir dun extrait de levure nest donc pas 
anodine : son activité est-elle préservée lors de ladsorption ? 
Il semble dautre part que linteraction entre les membranes et les nanoparticules, entourées de leur 
couronne de protéine, soit sous-estimée (6) : pourtant les nanoparticules pourraient interagir avec 
certains groupements fonctionnels portés par les lipides, avec les protéines membranaires, avec les 
récepteurs... (7) En cas dinternalisation, les nanoparticules, si elles se retrouvent libres dans le 
cytosol, pourraient également interagir avec les membranes des mitochondries. Si celles-ci sont 
endommagées, des espèces réactives de loxygène et des facteurs pro-apoptotiques pourraient être 
relargués. Linteraction entre globules rouges et nanoparticules de silice qui conduit à lhémolyse a 
été souvent observée mais rarement expliquée. Une étude publiée en 1976 propose un mécanisme 
dinteraction entre silanols et groupements chargés portés par les lipides membranaires dans le cas 
de particules de silice (8). Ladsorption de protéines à la surface des nanoparticules pourrait par 
ailleurs complètement modifier ces interactions. Etudier la biophysique des interactions entre 
nanoparticules (recouvertes de protéines modifiées, déstructurés) et membranes pourrait être une 
étape clé aussi bien en termes de toxicologie que pour les applications des nanomatériaux en 
biologie. 
Parmi les protéines de lextrait cellulaire qui sont préférentiellement adsorbées, nous avons observé 
une surreprésentation des protéines impliquées dans le cycle de vie des protéines, comme des sous-
unités ribosomiques, des ARNt ligases et des protéines chaperonnes. Or personne na étudié 
linfluence des nanoparticules sur le cycle de vie des protéines : traduction, repliement, adressage, 
modifications post-traductionnelles, dégradation. On peut se demander si tous les effets des 
nanoparticules au sein des cellules ont bien été identifiés. Que se passe-t-il par exemple si une 
protéine en cours de synthèse a une forte affinité pour la nanoparticule ?  
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 Adsorption des protéines sur les nanomatériaux. Biochimie et physico-chimie dun nouveau stress 
 
Les nanomatériaux posent de nouvelles questions en termes de toxicologie humaine et 
environnementale et représentent une nouvelle interface avec le milieu biologique aux propriétés 
spécifiques. De nombreuses inconnues demeurent, en particulier à léchelle moléculaire, pour 
permettre dexpliquer certains mécanismes de toxicité. Lorsquelles entrent en contact avec le milieu 
biologique, les nanoparticules se couvrent dune couche de protéines adsorbées. Celle-ci leur confère 
une nouvelle « identité biologique » qui contrôle la réponse cellulaire et leur devenir au sein de 
lorganisme. 
Nous avons étudié ladsorption de protéines modèles sur la silice nanostructurée. Après avoir 
caractérisé la silice nanoporeuse et les nanoparticules de silice utilisées, ladsorption de la 
myoglobine, de lhémoglobine et des protéines dun extrait cellulaire de levure a été étudiée afin de 
déterminer les paramètres physico-chimiques et thermodynamiques de ladsorption des protéines 
sur la silice. Un enrichissement en résidus basiques, regroupés en clusters de charge, favorise 
ladsorption des protéines grâce à la formation dinteractions électrostatiques avec la surface 
chargée de la silice, indépendamment de la charge globale de la protéine. A linverse, un 
enrichissement en résidus aromatiques est défavorable à ladsorption car ces résidus forment des 
interactions !-! qui rigidifient la structure de la protéine. Lidentification des protéines adsorbées et 
non adsorbées à partir dun milieu complexe pourrait également être utilisée pour les études de 
toxicité cellulaire. 
A partir de létude de la structure, de la dynamique et de lactivité de la myoglobine et de 
lhémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice, nous avons cherché à définir létat dune 
protéine adsorbée. Létude de la structure, réalisée par dichroïsme circulaire, spectroscopie UV-
visible, dabsorption X, infrarouge, fluorescence et microcalorimétrie, montre une perte partielle de 
structure importante des protéines adsorbées associée à une grande hétérogénéité de 
conformations, sans modification majeure de la structure de lhème. Deux sites potentiels 
dinteraction entre myoglobine et nanoparticules de silice ont été identifiés à laide dune technique 
de cartographie de surface par irradiation. Létude de la dynamique de la myoglobine adsorbée par 
diffusion élastique et inélastique de neutrons a permis de montrer que ladsorption saccompagnait 
dune diminution importante de la flexibilité de la protéine. Malgré la perte de structure, la 
metmyoglobine adsorbée conserve une activité de fixation de ligands très proche de celle de la 
protéine libre. Lhémoglobine adsorbée présente de façon inattendue une augmentation de son 
affinité pour loxygène et une diminution de sa coopérativité, sans dissociation du tétramère. Cet 
effet est reproductible lors de ladsorption de lhémoglobine humaine, de lhémoglobine pontée DCL 
et de lhémoglobine mutée S. Deux effecteurs permettent par ailleurs de moduler laffinité de 
lhémoglobine adsorbée. Aussi importantes soient-elles, les modifications de structure et dactivité 
observées sont entièrement réversibles après désorption dans des conditions douces. Ladsorption 
des hémoprotéines sur les nanoparticules de silice représente véritablement un nouveau type de 
stress avec résilience pour les protéines en termes de relations entre structure, dynamique et 
activité.   
 Protein adsorption on nanomaterials. Biochemistry and physical-chemistry of a new stress 
 
Nanomaterials raise new questions in environmental and human toxicology and represent a novel 
interface with specific properties with the biological medium. Several unknown remain to explain all 
the mechanisms of toxicity, especially at the molecular lever. When they enter the biological 
medium, nanoparticles get covered by a protein corona. This corona yields to a new biological 
identity that controls the cellular response to nanoparticles and their fate in the organism. 
We studied the adsorption of model proteins on nanostructured silica. The first part is dedicated to 
the characterization of nanoporous silica and silica nanoparticles that we used. Then the adsorption 
of myoglobin, hemoglobin and protein mixture from yeast cells was studied to determine the 
thermodynamic and physical-chemical parameters of protein adsorption on silica. The enrichment of 
basic residues, gathered in charge clusters, favors the adsorption of proteins by the formation of 
electrostatic interactions with the charged surface of silica, independently of the global charge of the 
protein. On the contrary, the enrichment in aromatic residues is unfavorable to protein adsorption 
because they form !-! interactions that rigidify the protein structure. The identification of adsorbed 
and non-adsorbed proteins from a complex medium could also be used for cellular toxicity studies. 
From the study of the structure, the dynamics and the activity of myoglobin and hemoglobin 
adsorbed on silica nanoparticles, we tried to define the state of an adsorbed protein. The structural 
study, based on circular dichroism, fluorescence, infrared, X-ray and UV-visible spectroscopy and 
microcalorimetry, shows a substantial partial structure loss of adsorbed proteins together with a high 
conformational heterogeneity, without major modifications of the heme structure. Two potential 
interaction sites of myoglobin with silica nanoparticles have been identified by a footprinting 
technique. The study of adsorbed myoglobin dynamics by elastic and inelastic neutron scattering 
highlighted the important decrease of protein dynamics that occurs upon adsorption. However, 
despite the structure loss, adsorbed metmyoglobin retains almost all of its activity of ligand binding. 
Unexpectedly, adsorbed hemoglobin shows an increase of its oxygen affinity and a decrease of its 
cooperativity, without any dissociation of the tetramer. This effect can be reproduced on human 
hemoglobin, cross-linked DCL hemoglobin and variant S hemoglobin. Besides, two effectors allow 
modulating the affinity of adsorbed hemoglobin. Despite the extent of structural and activity 
changes, all these modifications are entirely reversible upon desorption in soft conditions. The 
adsorption of hemoproteins on silica nanoparticles depicts a new sort of stress with resilience for 
proteins in terms of structure, dynamics and activity relationship.  
 
